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Il diabete mellito è attualmente una delle malattie di tipo non trasmissibile più 
diffuse nel mondo. Esso rappresenta una delle principali cause di morte in 
numerosi paesi ad alto reddito e ci sono sostanziali evidenze che lo indicano come 
epidemico in molti paesi economicamente sviluppati. A queste considerazioni 
vanno aggiunte preoccupanti valutazioni epidemiologiche. Infatti, negli ultimi 
vent’anni, è stato registrato un drammatico aumento dei nuovi casi di diabete, ed è 
stato previsto che il numero di pazienti affetti da questa patologia e da alterata 
tolleranza al glucosio aumenterà di circa una volta e mezzo entro l’anno 2030 
(Atlas, 2009). 
Inoltre, è importante sottolineare che le complicazioni del diabete, come le 
patologie vascolari periferiche e a carico delle arterie coronariche, l’infarto, le 
amputazioni, la cecità, i disturbi renali e la neuropatia diabetica provocano un 
aumento del numero di persone disabili, una riduzione dell’aspettativa di vita ed 
enormi costi in previdenza sociale per tutta la società. In particolare, la neuropatia 
periferica diabetica, per la quale tutt’oggi non è ancora disponibile alcuna cura, è la 
causa di circa il 50-75% delle amputazioni non traumatiche; appare perciò 
evidente che il diabete e le sue complicazioni sono senza dubbio uno dei più 
importanti problemi di salute del 21esimo secolo. 
E’ stato recentemente dimostrato che in un modello sperimentale di neuropatia 
periferica, il ratto reso diabetico tramite iniezione di streptozotocina (STZ), i livelli 
di steroidi neuroattivi osservati nel plasma e nel nervo sciatico di questi animali 
sono ridotti in modo drammatico (Caruso, et al., 2008, Leonelli, et al., 2007). 
Risultati incoraggianti sono però stati ottenuti in questo stesso modello 
sperimentale grazie alla somministrazione di progesterone e dei suoi derivati 
(Leonelli, et al., 2007) così come quella di testosterone e dei suoi derivati (Roglio, 
et al., 2007). Una interessante strategia terapeutica potrebbe perciò essere 
rappresentata dall’utilizzo di molecole in grado di aumentare la sintesi di steroidi 
neuroattivi nel sistema nervoso, così da evitare i numerosi effetti collaterali 
associati ad una terapia ormonale sistemica. 
Utilizzando il modello sperimentale del ratto maschio indotto con STZ, in questa 
tesi sono stati affrontati due differenti approcci farmacologici con lo scopo di 
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valutare gli eventuali effetti neuroprotettivi associati ad un incremento dei livelli di 
steroidi neuroattivi nel sistema nervoso periferico. 
Nella prima parte del lavoro descritto in questa tesi è stato utilizzato il Ro5-4864, 
un ligando sintetico della proteina traslocatrice di 18 kDa (TSPO). Tale proteina è 
un fattore chiave nella sintesi degli steroidi neuroattivi in quanto è implicata nel 
passaggio limitante della steroidogenesi, il trasporto del colesterolo dal citoplasma 
all’interno del mitocondrio, dove avviene la prima reazione enzimatica della 
biosintesi degli steroidi. Infatti, è stato precedentemente riportato che la 
somministrazione di Ro5-4864, così come quella di alcuni ligandi del TSPO, è in 
grado di promuovere la steroidogenesi nella corteccia surrenale, nella placenta, nei 
testicoli, nell’ovaio e nelle cellule gliali (Brown and Papadopoulos, 2001, Giatzakis 
and Papadopoulos, 2004, Lacapere and Papadopoulos, 2003, Papadopoulos, et al., 
2001) 
Nella seconda parte di questa tesi, un ligando sintetico del Liver X Receptor (LXR), 
la molecola GW3965, è stata utilizzata per valutarne i possibili effetti 
neuroprotettivi nel ratto STZ. LXR regola l’omeostasi del colesterolo, attraverso la 
sua azione diretta sull’espressione di numerosi geni. L’attivazione di LXR aumenta 
la steroidogenesi nelle ghiandole surrenaliche (Cummins and Mangelsdorf, 2006, 
Cummins, et al., 2006), probabilmente attraverso una maggiore biodisponibilità 
del colesterolo. 
Gli esperimenti sono stati quindi condotti utilizzando ratti maschi indotti con STZ. 
Durante il terzo mese dall’induzione del diabete, gli animali sono stati trattati sotto 
cute con il veicolo di scioglimento dei farmaci (olio), con il Ro5-4864, 16 o 4 volte a 
seconda del protocollo applicato, o con il GW3965, per un totale di 4 
somministrazioni. 
Gli animali sono stati sottoposti a test comportamentali e funzionali, come il test 
della piastra calda e la determinazione della velocità di conduzione nervosa, per 
valutare gli effetti neuroprotettivi dei trattamenti. Inoltre, sono state condotte 
analisi biochimiche per valutare i livelli di steroidi neuroattivi nel plasma e nel 
nervo sciatico. Sono stati anche valutati i livelli d’espressione genica di alcune 
proteine della mielina nel nervo sciatico e l’attività della pompa Na+,K+-ATPasi; 
dopo il trattamento con il Ro5-4864 è stata valutata la densità delle fibre 
intraepidermiche nelle zampe posteriori dei ratti, mentre a seguito della 
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somministrazione del GW3965 sono stati valutati i livelli d’espressione genica dei 
target di LXR e degli enzimi implicati nella steroidogenesi nel nervo sciatico di 
questi animali. 
I dati ottenuti mostrano che il trattamento con il Ro5-4864 e con il GW3965 
esercita effetti neuroprotettivi sul ratto STZ dopo un trattamento settimanale nel 
corso dell’ultimo mese di sperimentazione. In particolare, i livelli di steroidi 
neuroattivi determinati nel nervo sciatico dei ratti e che risultano diminuiti dal 
diabete, sono incrementati dopo il trattamento con entrambe le molecole. Al 
contrario, i 16 trattamenti con il Ro5-4864 non hanno prodotto alcun effetto. 
I meccanismi d’azione delle due molecole sembrano però diverse in quanto ci sono 
alcune differenze negli steroidi neuroattivi aumentati. Un altro aspetto da non 
sottovalutare è l’incremento degli stessi nel plasma, ad opera dei 4 trattamenti del 
Ro5-4864, ma non del GW3965. Questo aspetto dovrebbe essere preso in 
considerazione se le molecole venissero studiate per un possibile approccio clinico. 
All’incremento degli steroidi neuroattivi nel nervo sciatico corrisponde un 
miglioramento dei parametri funzionali e biochimici alterati dal diabete. Infatti 
entrambe le molecole, quando somministrate per 4 volte nell’ultimo mese di 
diabete, migliorano la sensibilità termica e la velocità di conduzione nervosa. 
Anche l’attività della pompa Na+,K+-ATPasi, un indice di funzionalità nervosa, 
aumenta nel ratto che ha ricevuto uno dei due ligandi rispetto al diabetico. 
L’azione del Ro5-4864 e del GW3965 è però differente quando viene analizzata 
l’espressione genica delle proteine della mielina nel nervo periferico. Infatti il 
trattamento con il Ro5-4864 è in grado di aumentare l’espressione della 
glicoproteina zero, la più abbondante proteina della mielina periferica, mentre il 
trattamento con GW3965 non è in grado di alterare la ridotta espressione 
osservata nel ratto diabetico. 
Gli effetti osservati dopo il trattamento con il Ro5-4864 e con il GW3965 sono 
dovuti probabilmente alla loro capacità di innalzare il livello di steroidi neuroattivi 
e non passano attraverso un controllo della glicemia, che rimane alta nei ratti 
trattati così come nei diabetici. 
In conclusione i dati riportati in questa tesi mostrano che le molecole Ro5-4864 e 
GW3965 sono neuroprotettive in un modello di neuropatia periferica diabetica nel 
ratto. Dal momento che attualmente non sono disponibili terapie per curare tale 
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patologia, queste molecole potrebbero rappresentare un interessante punto di 
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1.1. STEROIDI NEUROATTIVI 
 
Negli ultimi decenni, è emerso in modo chiaro che il sistema nervoso non è solo un 
target dell’azione endocrina esercitata dagli ormoni steroidei rilasciati dalle 
ghiandole steroidogeniche periferiche, ma è anche controllato in maniera 
paracrina ed autocrina da steroidi sintetizzati direttamente dai neuroni e dalle 
cellule gliali, che vengono denominati neurosteroidi (Baulieu, 1999). Oltre agli 
ormoni steroidei e neurosteroidi prodotti dall’organismo, molti steroidi esogeni e 
sintetici sono in grado di regolare l’attività del sistema nervoso. Il termine steroidi 
neuroattivi (Paul and Purdy, 1992) è attualmente usato per indicare quindi tutti gli 
steroidi che sono in grado di regolare le funzioni neuronali, includendo gli ormoni 
steroidei, i neurosteroidi e gli steroidi sintetici. Negli ultimi decenni gli steroidi 
neuroattivi hanno ricevuto una grande attenzione grazie alla loro capacità di 
controllare sia parametri omeostatici che meccanismi patofisiologici cruciali, come 
i processi neurodegenerativi e numerose vie di segnalazione implicate tra le altre, 
anche nella morte di cellule neuronali (Dubrovsky, 2006, Melcangi and Garcia-
Segura, 2006a, Melcangi and Panzica, 2006b). Per questo motivo numerosi studi 
pubblicati negli ultimi anni hanno indicato negli steroidi neuroattivi dei buoni 
candidati per lo sviluppo di terapie atte a contrastare eventi neurodegenerativi. 
 
1.1.1 Scoperta e definizione degli steroidi neuroattivi 
 
Un punto fondamentale nella ricerca riguardante gli steroidi neuroattivi è stata 
l’identificazione della capacità dei neuroni e delle cellule gliali di sintetizzare i 
neurosteroidi (Baulieu, 1999). Questa importante scoperta deriva da una serie di 
lavori pionieristici che mostrano la persistenza di sostanziali quantità di 
pregnenolone (PREG), deidroepiandrosterone (DHEA) e dei loro derivati solfati 
nel cervello di roditori dopo gonadectomia e adrenalectomia (Corpechot, et al., 
1981, Corpechot, et al., 1983). In ogni caso, prima della sua accettazione unanime 
da parte della comunità scientifica, il concetto di neurosteroide ha necessitato di 
numerosi studi effettuati da vari gruppi di ricerca e su diversi specie animali 
(Baulieu, 1999, Compagnone and Mellon, 2000, Mensah-Nyagan, et al., 1999). Tali 
studi hanno permesso di incrementare le conoscenze di base sui neurosteroidi e di 
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restringere la definizione di neurosteroide sulla base di criteri specifici. La 
definizione oggi accettata considera queste molecole come composti endogeni di 
natura steroidea sintetizzati nei neuroni o nelle cellule gliali del sistema nervoso 
centrale (SNC) o periferico (SNP). Per essere classificato come neurosteroide, la 
molecole steroidea in esame deve persistere in quantità sostanziali nel sistema 
nervoso anche dopo la rimozione della ghiandole steroidogeniche periferiche, quali 
le ghiandole surrenali e le gonadi (Baulieu, 1999). Inoltre, è stato dimostrato che i 
neurosteroidi agiscono come fattori paracrini ed autocrini, regolando l’attività dei 
classici recettori nucleari per gli steroidi oppure attraverso la modulazione di 
recettori di membrana, come i recettori per gli steroidi di membrana accoppiati 
alle proteine G (Zhu, et al., 2003), dell’acido γ-amino butirrico (GABAA) e i canali 
del calcio di tipo T (Hosie, et al., 2006), o attraverso i recettori dell’N-metil-D-
aspartato (NMDA; (Wu, et al., 1991)), P2X (De Roo, et al., 2003) e sigma1 
(Maurice, et al., 2006)  
 
1.1.2 Evidenze della biosintesi dei neurosteroidi 
 
La dimostrazione della biosintesi degli steroidi neuroattivi ha richiesto la 
dimostrazione dell’espressione e dell’attività biologica degli enzimi chiave della 
steroidogenesi nelle cellule nervose (Baulieu, 1999). La formazione dei 
neurosteroidi è stata evidenziata nel sistema nervoso attraverso differenti studi sia 
biochimici che molecolari, che hanno dimostrato l’espressione, nei neuroni e/o 
nelle cellule gliali, delle proteine implicate nel trasporto del colesterolo all’interno 
del mitocondrio e di numerosi enzimi chiave della steroidogenesi. I processi 
implicati nella sintesi degli steroidi nel sistema nervoso centrale sono 
schematicamente rappresentati in figura 1. 
La conversione del colesterolo a pregnenolone, che rappresenta il primo passaggio 
enzimatico nella sintesi di tutte le classi di ormoni steroidei, è catalizzato 
dall’enzima mitocondriale citocromo P450 side chain cleavage (P450scc, figura 1). 
In realtà, esiste un passaggio precedente che rappresenta il punto limitante di tutto 
il processo steroidogenico ed è controllato ormonalmente: il trasferimento del 
colesterolo dalla membrana mitocondriale esterna a quella interna, dove è 
localizzato l’enzima P450scc. In questo contesto, due proteine poste sulla 
  
12 
membrana mitocondriale esterna, il traslocatore proteico da 18 kDa, TSPO 
(Papadopoulos, et al., 2006), e la Steroidogenic Acute Regulatory protein, StAR 




Figura 1: Biosintesi degli steroidi nel sistema nervoso. Per il significato delle sigle vedere il testo. I 
numeri rappresentano gli enzimi implicati nei specifici passaggi di reazione: 1, citocromo P450scc; 
2, 3β idrossisteroido deidrogenasi; 3, citocromo P450c17; 4, aromatasi; 5, 17β idrossisteroido 
deidrogenasi; 6, 5α reduttasi; 7, 3α idrossisteroido deidrogenasi. 
 
Il precursore di StAR è una proteina da 37 kDa, che dopo la sintesi viene 
trasportata nel mitocondrio dove viene trasformata, attraverso un processo 
proteolitico, nella forma matura di 30 kDa intramitocondriale, che è inattiva. StAR 
è distribuita ampiamente nel cervello, anche se sono stati riportati differenti livelli 
di trascrizione a seconda dell’area considerata. In particolare, l’espressione di StAR 
sembra ristretta a specifiche popolazioni neuronali e astrogliali in tutte le aree 
cerebrali, anche se la sua espressione risulta predominante nei neuroni (Sierra, et 
al., 2003). Nel sistema nervoso periferico invece, StAR è maggiormente espressa 
nelle cellule di Schwann (Benmessahel, et al., 2004).  
Il TSPO è una proteina mitocondriale da 18kDa, espressa principalmente nelle 
cellule gliali sia del sistema nervoso centrale che periferico. La sua 
caratterizzazione sarà oggetto di un capitolo succe
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Il gene dell’enzima citocromo P450scc fu clonato e studiato per la prima volta nel 
ratto nel 1990 (Oonk, et al., 1990), sulla base di studi precedenti effettuati 
nell’encefalo (Le Goascogne, et al., 1987). Successivamente, altri gruppi di ricerca 
hanno localizzato la sua proteina anche nel midollo spinale, nei gangli delle radici 
dorsali (Compagnone, et al., 1995), e nella componente gliale del SNP, le cellule di 
Schwann (Schumacher, et al., 2004). 
Altri e numerosi enzimi sono coinvolti nella sintesi degli steroidi neuroattivi. Tra 
questi è importante citare la 3β-idrossisteroido deidrogenasi (3β-HSD), la 5α 
reduttasi (5αR), la 3α-idrossisteroido deidrogenasi (3α-HSD) e l’aromatasi (ARO). 
L’enzima 3β-idrossisteroido deidrogenasi catalizza la conversione dei 3β-
idrossisteroidi in configurazione ∆5, come ad esempio il PREG, il DHEA e il 17OH-
PREG, nei relativi 3-chetosteroidi in configurazione ∆4 come ad esempio il 
progesterone (PROG), il 17OH-PROG e l’androstenedione (figura 1). Nel ratto sono 
presenti 4 isoforme di questo enzima (Zhao, et al., 1991), mentre nel topo ne sono 
state individuate 6 (Simard, et al., 1996). 
L’enzima 5α reduttasi (figura 1) è responsabile della trasformazione del 
testosterone (T) e del PROG in diidrotestosterone (DHT) e in diidroprogesterone 
(DHP). Sia nell’uomo che nel ratto sono state clonate due isoforme di questo 
enzima, chiamate tipo 1 (5α R1) e tipo 2 (5α R2) (Andersson and Russell, 1990). 
L’espressione della 5α reduttasi cerebrale è stata molto studiata nel corso degli 
anni (Saitoh, et al., 1982, Stoffel-Wagner, 2003). Sebbene non sia stato ancora 
raggiunto un accordo sul ruolo neurofisiologico assunto dall’isoforma di tipo 1 e di 
tipo 2, sembrerebbe che la 5αR1 svolga prevalentemente un ruolo catabolico e 
neuroprotettivo, mentre la 5αR2 sia principalmente implicata nella 
differenziazione sessuale del SNC. Nel midollo spinale invece, è assodata una 
maggiore presenza di RNA messaggero (mRNA) per l’isoforma di tipo 2 rispetto a 
quella di 5αR1 (Pozzi, et al., 2003), la cui localizzazione, ristretta agli 
oligodendrociti e astrociti della materia bianca, sarebbe in accordo con la 
localizzazione nelle strutture mielinizzate del cervello maschile e femminile di 
ratto (Melcangi, et al., 1988, Poletti, et al., 1997). 
L’enzima 3α-idrossisteroido deidrogenasi, chiamato anche 3α-idrossisteroido 
ossido reduttasi, catalizza la reazione reversibile tra il DHT e il DHP in 3α-diolo e 
in 3α,5α-tetraidroprogesterone (THP) rispettivamente, come mostrato in figura 1. 
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Questo enzima è membro della superfamiglia delle aldo-cheto reduttasi e, mentre 
nell’uomo ne sono stati clonati 4 isoenzimi, finora nel ratto ne è stato individuato 
uno solo (Pawlowski, et al., 1991, Penning, et al., 2003). Un’analisi comparativa 
dell’immunoreattività della 3α-HSD e della 5αR1 e 5αR2 condotta nel midollo 
spinale, ha evidenziato che corpi cellulari e fibre possono esprimere tutti e tre gli 
enzimi o solo combinazioni di essi. Tale constatazione lascia supporre che certe 
cellule gliali e neuroni del midollo spinale siano in grado di biosintetizzare steroidi 
neuroattivi de novo o di metabolizzare quelli già esistenti, in modo da controllare 
meccanismi neurobiologici come la nocicezione, il dolore e la locomozione, 
attraverso la modulazione allosterica del recettore GABAA (Majewska, 1992, Patte-
Mensah, et al., 2004). La presenza di questi enzimi è stata anche confermata con 
saggi di attività enzimatica, indicando che l’immunoreattività determinata nel 
midollo spinale corrisponde ad una proteina enzimaticamente attiva (Patte-
Mensah, et al., 2004). La presenza e l’attività degli enzimi in grado di convertire il 
PROG e il T nei loro derivati 5α ridotti (il DHP e il DHT) e successivamente in 
quelli 5α,3α-ridotti è stata confermata anche nei nervi periferici così come anche 
nelle cellule di Schwann (Melcangi, et al., 1990). 
L’aromatasi è l’enzima deputato alla conversione degli androgeni in estrogeni 
(figura 1). Nel cervello di ratto, l’attività dell’enzima ARO è stata dimostrata da 
diversi studi biochimici che mostravano la conversione di androstenedione in 
estrone (Naftolin, et al., 1972, Roselli, et al., 1985). Come osservato in studi di 
immunoistochimica, la presenza di questo enzima è limitata alle cellule neuronali, 
e non alla glia (Lephart, 1996). Inoltre, esistono delle differenze nei livelli di 
trascrizione del gene per l’aromatasi durante lo sviluppo. Questa considerazione, 
unita al fatto che gli estrogeni stimolano l’espressione del recettore per gli 
androgeni (AR) e aumentano la durata di occupazione di AR stesso nel cervello di 
ratto (Roselli and Fasasi, 1992), lascia supporre che estrogeni e androgeni 
cooperino attivamente nel controllo genico dell’espressione dell’aromatasi nel 




1.2. STEROIDI NEUROATTIVI E SISTEMA 
NERVOSO 
 
Uno dei principali ruoli esercitati dagli steroidi, sia derivanti dalle gonadi che 
direttamente convertiti dal sistema nervoso, è sicuramente quello implicato nel 
differenziamento sessuale del SNC durante la vita fetale e nel periodo post-natale. 
Il principale ormone implicato in questo processo è il T, metabolizzato a livello 
locale dal tessuto neuronale ad estradiolo o a DHT, per opera rispettivamente 
dall’aromatasi e dalla 5αR. L’estradiolo è il ligando del recettore degli estrogeni 
(ER), mentre il DHT lega l’AR, ed entrambi questi recettori nucleari sono coinvolti 
nei meccanismi che permettono l’organizzazione strutturale del sistema nervoso 
mediato dal T. Gli effetti del T e del DHT generano tratti che contraddistinguono il 
genere maschile in specifiche regioni del cervello e del midollo spinale, come 
differenze nella morfologia, dimensione e numero di neuroni e cellule gliali, di 
densità dei processi neuronali e gliali nei neurofili e del numero di sinapsi (per 
approfondimenti (Cooke, et al., 1998, Morris, et al., 2004)). 
Anche nel sistema nervoso dell’adulto, gli steroidi svolgono importanti funzioni. La 
loro azione è implicata nel controllo del comportamento sessuale e nella 
regolazione neuroendocrina, nella modulazione del rilascio dei neurotrasmettitori 
e nell’espressione e funzione dei recettori per i neurotrasmettitori stessi. Anche i 
processi legati alla glia (Garcia-Segura, et al., 1994, Garcia-Segura, et al., 1994) e al 
rimodellamento delle sinapsi (Parducz, et al., 2002) sono in parte controllate dalle 
molecole di natura steroidea. 
Certamente di non trascurabile importanza è l’azione degli ormoni legati allo stress 
sia nella vita prenatale che nell’adulto. Infatti lo stress e gli ormoni ad esso legati 
producono effetti sull’organizzazione cerebrale che possono permanere fino all’età 
adulta. Lo stress prenatale o subìto nel periodo successivo alla nascita possono 
alterare le risposte dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene nell’adulto e provocare 
modificazioni nello sviluppo del cervello e nei fattori di rischio per l’insorgenza di 
patologie psichiatriche e cognitive. Nel cervello dell’adulto invece, lo stress regola 
le facoltà cognitive e la risposta all’ansia. Tali effetti sono associati a modificazioni 
morfologiche e funzionali in diverse aree cerebrali, tra cui alterazioni nella 
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neurogenesi ippocampale adulta (Mirescu, et al., 2004), nella morfologia 
dendritica dell’amigdala (Vyas, et al., 2004), nella corteccia prefrontale (Cook and 
Wellman, 2004, Radley and Morrison, 2005) e nell’ippocampo (Donohue, et al., 
2006, Sousa, et al., 2000). 
Gli effetti appena descritti, e più in generale quelli prodotti dagli steroidi 
neuroattivi, avvengono mediante azioni autocrine o paracrine che implicano il 
controllo dell’espressione genica mediante l’interazione con i recettori nucleari 
steroidei e attraverso la modulazione della neurotrasmissione agendo su canali 
ionici di membrana e recettori per neurotrasmettitori. In particolare, il PROG, 
prodotto dalle cellule di Schwann in risposta agli stimoli dei neuroni adiacenti, 
regola la sintesi delle proteine della mielina attraverso il suo recettore, il recettore 
del progesterone (PR) (Plassart-Schiess and Baulieu, 2001). I metaboliti 3α ridotti 
del PROG (il THP e il 3α,5β-tetraidroprogesterone) sono modulatori allosterici 
positivi del recettore GABAA. L’attivazione di quest’ultimo aumenta la durata e la 
frequenza dell’apertura del canale del cloro, che permette perciò una ridotta 
eccitabilità della membrana neuronale, attraverso l’iperpolarizzazione (Majewska, 
1992). Da un punto di vista comportamentale, la modulazione esercitata attraverso 
il controllo del recettore GABAA nel SNC provoca sedazione, una minore ansietà e 
una diminuzione nell’attività delle scariche (Mellon, et al., 2001). Il neurosteroide 
THP regola la crescita, sopravvivenza e differenziazione neuronale, provoca la 
regressione delle terminazioni neuronali prima che abbiano stabilito contatti con 
altri neuroni o cellule gliali, e protegge i neuroni dalla morte indotta dalla 
picrotossina (Griffin, et al., 2004). Al contrario degli steroidi 3α ridotti derivati dal 
PROG, il pregnenolone solfato (PREGS) così come il DHEA solfato (DHEAS) 
presentano attività antagonistiche nei confronti del recettore del GABAA 
(Majewska, 1992). La sua inibizione perciò provoca stati d’ansia e di eccitabilità 
(Trojnar, et al., 2002).  
PREGS e DHEA, ma non DHEAS, potenziano l’effetto dell’NMDA sull’aumento dei 
livelli intracellulari di calcio. Tale meccanismo potrebbe essere responsabile della 
crescita degli assoni indotta dal DHEA. Il DHEAS invece promuove la crescita 
dendritica, anche se il meccanismo alla base di tale processo non è ancora stato 
chiarito (Mellon, et al., 2001). Inoltre il DHEAS è in grado di interagire come 
agonista con il recettore sigma1, mentre, sullo stesso recettore, il PREGS sembra 
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che svolga un’azione da agonista inverso. Sempre su sigma1, il progesterone ha 
invece una decisa azione antagonizzante (Monnet, et al., 1995). I ligandi selettivi di 
questo recettore esercitano un’azione neuromodulatoria a carico del sistema 
neurotrasmettitoriale eccitatorio, compreso il sistema glutammatergico e 
colinergico. La modulazione della neurotrasmissione glutammatergica mediata 
dall’NMDA attraverso ligandi selettivi del recettore sigma1 gioca un ruolo 
fondamentale nei maggiori fenomeni di neuroadattamento, come il potenziamento 
a lungo termine, l’apprendimento e la memoria, scariche, la morte neuronale acuta 
e la neurodegenerazione (Maurice, et al., 1999, Monnet, et al., 1995).  
La capacità neuromodulatoria degli steroidi neuroattivi include anche la loro 
azione sui recettori nicotinici, muscarinici, serotoninergici, del kainato e della 
glicina (Compagnone and Mellon, 2000, Maurice, et al., 1999, Stoffel-Wagner, 
2001). 
Anche il sistema nervoso periferico, come è già stato sottolineato, è in grado di 
rispondere all’azione degli steroidi neuroattivi. In particolare le cellule di Schwann 
sono target di numerose loro azioni. Evidenze ottenute alla fine degli anni novanta 
hanno mostrato che l’espressione della proteina zero (P0) e della proteina della 
mielina periferica di 22 kDa (PMP22), che rappresentano le due più importanti 
proteine della mielina periferica prodotte dalle cellule di Schwann, sono modulate 
dagli steroidi neuroattivi, come schematizzato in figura 2. 
 
 
Figura 2: Rappresentazione schematica dei possibili meccanismi d’azione del progesterone 
(PROG), diidroprogesterone (DHP) e tetraidroprogesterone (THP) sull’espressione genica di due 
proteine della mielina, la glicoproteina zero (P0) e la proteina della mielina periferica (PMP22) 
nelle cellule di Schwann. 
PROG DHP THP 





 In particolare esperimenti condotti sia in vivo, sul nervo sciatico di ratti maschi, 
che in vitro, in colture di cellule di Schwann di ratto, hanno evidenziato come 
l’espressione di P0 sia aumentata a seguito del trattamento con il PROG, il DHP o 
il THP, mentre quella di PMP22 è modulata solo dal THP (Melcangi, et al., 1998a, 
Melcangi, et al., 2001a, Melcangi, et al., 2001b). Similmente a quanto osservato 
per il PROG e i suoi derivati, anche il T e i suoi metaboliti sono in grado di 
influenzare l’espressione di queste importanti componenti della guaina mielinica 
(figura 3). Infatti, la castrazione di ratti adulti diminuisce l’espressione di P0 nel 
nervo sciatico (Magnaghi, et al., 1999) e il trattamento successivo con il DHT o il 





Figura 3: rappresentazione schematica dei possibili meccanismi d’azione di T, DHT e 3α-diolo 
sull’assone e sulla cellula di Schwann nella modulazione dell’espressione di P0 e PMP22. 
 
Anche i livelli di espressione genica di PMP22 nel nervo sciatico di ratto vengono 
diminuiti a seguito della castrazione dell’animale, ma in questo caso solo il 
trattamento con il 3α-diolo risulta efficace nel revertire la diminuzione (Magnaghi, 
et al., 2004). Un simile andamento è stato riscontrato anche in esperimenti in 
vitro, dove colture di cellule di Schwann derivate da ratto sono state trattate con il 
DHT o con il 3α-diolo, provocando un aumento dell’espressione genica 
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rispettivamente di P0 e PMP22 (Magnaghi, et al., 1999, Melcangi, et al., 2000b). 
Come mostrato in figura 3, le osservazioni appena descritte hanno suggerito che 
l’espressione della proteina P0 possa essere sotto il controllo del recettore del 
progesterone e degli androgeni, mentre un recettore non classico, come quello per 
il GABAA, possa controllare l’espressione di PMP22 (Melcangi, et al., 2005). Tale 
ipotesi sembra essere confermata da studi effettuati utilizzando una serie di 
inibitori o agonisti selettivi dei recettori PR, AR e GABAA (Magnaghi, et al., 2007, 
Magnaghi, et al., 2001, Melcangi, et al., 2003a), e dall’evidenza che putative 
sequenze responsive al PROG sono state individuate sul gene codificante P0 
(Magnaghi, et al., 1999). 
Oltre agli importanti effetti su P0 e PMP22, gli steroidi neuroattivi sono in grado di 
modulare importanti fattori di trascrizione coinvolti nei processi fisiologici delle 
cellule di Schwann e nel processo di mielinizzazione. In particolare, l’espressione 
di fattori quali Krox-20, Krox-24, Egr-3 e FosB è influenzata dal trattamento con 
progesterone in colture di cellule di Schwann derivanti da ratto (Guennoun, et al., 
2001, Mercier, et al., 2001), mentre il fattore Sox-10 è stimolato solo dopo 
trattamento con DHP (Magnaghi, et al., 2007). Le osservazioni qui riportate, unite 
alla considerazione che gli steroidi neuroattivi sono in grado di influenzare 
direttamente l’espressione di importanti proteine della mielina suggerisce che tali 
molecole siano in grado di controllare il processo di mielinizzazione mediato dalle 
cellule di Schwann attraverso differenti meccanismi intracellulari.  
Anche il compartimento assonale del SNP risente dell’influenza degli steroidi 
neuroattivi. Infatti, evidenze ottenute in vitro con co-colture di neuroni e cellule di 
Schwann, hanno mostrato che il trattamento con PROG è in grado di aumentare 
l’espressione di due importanti geni coinvolti nel processo di mielinizzazione come 
la piccola proteina legante il GTP Ras-like (RAB-1) e la proteina associata alla 
fosforibosil difosfato sintasi (Chan, et al., 2000, Rodriguez-Waitkus, et al., 2003). 
Inoltre, durante lo sviluppo, l’utilizzo di mifepristone, un antagonista del PR, 
provoca una riduzione del diametro assonale rispetto allo spessore della mielina ed 
un aumento della densità dei neurofilamenti (Melcangi, et al., 2003a) . 
Da ultimo è importante sottolineare l’effetto che gli steroidi neuroattivi possiedono 
sulla proliferazione delle cellule di Schwann. Infatti sia il PROG che il T sono 
modulatori positivi della proliferazione di questi fondamentali elementi gliali nel 
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sistema nervoso periferico (Lubischer and Bebinger, 1999, Svenningsen and Kanje, 
1999). Gli effetti del PROG e degli estrogeni sulla proliferazione delle cellule di 
Schwann è stata anche analizzata in colture di segmenti di nervo sciatico prelevati 
da ratti adulti o appena nati, sia maschi che femmine. In questi esperimenti è stato 
osservato che questi steroidi neuroattivi sono in grado di aumentare 
l’incorporazione di timidina triziata nelle cellule di Schwann, in modo sesso- ed 
età-specifici. Infatti gli estrogeni esplicano tali effetti sul nervo dei ratti adulti 
maschi o appena nati, senza avere effetto sulle femmine. Al contrario, il PROG 
esercita la sua azione proliferativa sul nervo delle femmine adulte e dei ratti 
neonati (Svenningsen and Kanje, 1999). Un’altra osservazione a carico della 
proliferazione delle cellule di Schwann indica che questa viene modulata anche dai 
livelli dei coattivatori degli steroidi. Infatti, se il coattivatore SRC-1 viene 
overespresso nella linea cellulare MSC80 (una linea di cellule di Schwann 
immortalizzate) la proliferazione è più lenta che nelle cellule dove tale fattore è 
downregolato. La situazione è invece diversa se si altera l’espressione del cofattore 
SRA (steroid receptor RNA activator), che negli eucarioti agisce come regolatore 
dell’espressione dei geni controllati dai recettori degli steroidi. SRA è presente sia 
nelle cellule di Schwann che nelle MSC80 e, diversamente da quello che accade per 
SRC-1, la sua overespressione aumenta la proliferazione delle MSC80 (Lanz, et al., 
2003, McKenna, et al., 1999). E’ anche interessante notare che la proliferazione 
delle cellule di Schwann è influenzata non solo dell’attivazione dei classici recettori 
degli steroidi, ma anche da quelli non classici. Ad esempio, è stato dimostrato che 
in cellule di Schwann di ratto in coltura, il trattamento con gli agonisti del 
recettore del GABAB, come il baclofene, è in grado di diminuire la proliferazione 
(Magnaghi, et al., 2004). 
 
1.2.1 Effetti neuroprotettivi sul SNC  
 
Gli steroidi neuroattivi sono in grado di esercitare una serie di azioni 
neuromodulatorie nel sistema nervoso in condizioni fisiologiche. La loro mancanza 
o diminuzione può portare all’insorgenza di alterazioni patologiche, ma è anche da 
sottolineare la loro capacità di esercitare azioni neuroprotettive in situazioni 
patologiche o di danno. 
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La patofisiologia della malattia di Alzheimer (AD) viene attribuita agli effetti della 
β-amiloide, un peptide che si accumula nel cervello e causa neurotossicità e 
degenerazione (Vajda, 2002). Weil-Engerer e collaboratori (Weill-Engerer, et al., 
2002), hanno dimostrato che oltre all’aumento di questo peptide, certe aree 
cerebrali di pazienti con AD, comparate con le stesse regioni provenienti da 
persone anziane che non presentavano la patologia, presentavano anche ridotti 
livelli di steroidi neuroattivi. Inoltre, sono stati osservati diminuiti livelli di DHEAS 
in ipotalamo e di PREGS in cervelletto e striato che correlano con le aumentate 
concentrazioni delle proteine implicate nella formazioni di placche e di aggregati 
neurofibrillari, come appunto la β-amiloide e la proteina Tau fosforilata (Weill-
Engerer, et al., 2002). 
Gli effetti degli steroidi neuroattivi sono stati valutati anche su un modello 
sperimentale di Parkinson (PD), ottenuto usando la neurotossina 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), che mima in certi aspetti la patologia umana 
(Vajda, 2002). I risultati ottenuti hanno dimostrato che la somministrazione di 
DHEA a topi trattati con MPTP protegge dalla neurotossina i neuroni 
dopaminergici nello striato (D'Astous, et al., 2003). Questo risulta importante 
poiché la loro ridotta attività causa la morte neuronale nella pars compacta della 
sostanza nigra che è considerata la causa principale della comparsa del Parkinson 
nell’uomo.  
Studi condotti da Mao e Barger (Mao and Barger, 1998), hanno evidenziato come il 
DHEA solfato, ma non equivalenti dosi di DHEA, siano in grado di proteggere i 
neuroni ippocampali dalla neurotossicità indotta dal glutammato. Secondo gli 
autori, questa azione specifica del metabolita solfato risiederebbe nella sua 
capacità di aumentare l’attività di un fattore di trascrizione kappa-B dipendente, 
ipotesi che sembra essere confermata dal fatto che la soppressione del legame di 
kappa-B al DNA prevenga l’attività neuroprotettiva esercitata dal DHEAS (Mao 
and Barger, 1998). Il DHEAS sembra possedere un’efficace azione neuroprotettiva 
anche in un modello di ischemia in vitro (deprivazione di ossigeno e glucosio a 
cellule granulari cerebellari di ratto in coltura). Lo steroide neuroattivo protegge in 
maniera quasi totale le cellule in coltura, eliminando le caratteristiche 
manifestazioni apoptotiche provocate dalla deprivazione di ossigeno e glucosio. 
Tali effetti vengono inibiti sia da un agonista del recettore GABAA, il pentobarbital, 
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sia da un suo antagonista, la picrotossina (Kaasik, et al., 2001). Il DHEAS è in 
grado di fornire anche una parziale neuroprotezione nei confronti della 
neurotossicità indotta da MPTP, colchicina, glutammato e NMDA (Kaasik, et al., 
2001). In un modello in vivo di ischemia reversibile nel midollo spinale, Lapchak e 
collaboratori (Lapchak, et al., 2000), hanno dimostrato che il DHEAS è in grado di 
esercitare degli effetti neuroprotettivi, se somministrato a 5 minuti dall’occlusione 
dell’arteria, ma non a tempi successivi. Dal momento che tali effetti benefici 
vengono bloccati dalla somministrazione di bicucullina, un antagonista del 
recettore GABAA, è possibile un coinvolgimento di questo recettore negli effetti 
neuroprotettivi esercitati dal DHEAS (Lapchak, et al., 2000). 
Veiga e collaboratori (Veiga, et al., 2003) hanno suggerito che gli effetti 
neuroprotettivi esercitati da PREG e DHEA possano essere dovuti alla loro 
conversione a testosterone prima e estradiolo poi, le cui proprietà protettive sul 
sistema nervoso sono oggetto di un’estensiva letteratura. Infatti come da loro 
dimostrato, il PROG e il DHEA proteggono i neuroni dell’ilo nell’ippocampo, in 
maniera dose dipendente, dalla morte neuronale indotta dall’acido kainico. Tali 
effetti vengono però soppressi dall’uso del fadrozolo, un inibitore dell’aromatasi, 
che quindi blocca la conversione a estrogeni (Veiga, et al., 2003). 
I traumi al midollo spinale rappresentano un grave problema e molti studi si sono 
quindi focalizzati sull’utilizzo di modelli sperimentali di trauma al fine di studiarne 
meccanismi molecolari e possibili approcci terapeutici. Tra i tanti, in un modello di 
transezione del midollo nel ratto, la somministrazione di PROG è stata in grado di 
riportare al livello del controllo la presenza della colina acetiltransferasi (CHAT), 
l’espressione delle subunità regolatorie della pompa Na+,K+-ATPasi ridotte dal 
danno e di incrementare, nei neuroni delle corna ventrali, l’RNA messaggero di 
GAP-43 che potrebbe essere responsabile del processo di riparo dopo il trauma 
(Labombarda, et al., 2002). 
 
1.2.2 Effetti neuroprotettivi sul SNP 
 
Dal momento che gli steroidi neuroattivi sono in grado di agire sia sulla 
componente assonale che gliale del sistema nervoso periferico, numerosi studi si 
sono concentrati nella valutazione dei loro effetti neuroprotettivi. 
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L’invecchiamento è una situazione fisiologica che produce numerose alterazioni sia 
biochimiche che morfologiche nei nervi periferici. L’aumento dell’età è infatti 
associato ad una diminuzione della sintesi di P0 e PMP22, le larghe fibre 
mielinizzate vanno incontro ad atrofia, mentre la guaina mielinica aumenta di 
spessore e presenta numerose anormalità, come formazioni a palloncino, 
invaginazioni, sdoppiamenti e processi di rimielinizzazione (Azcoitia, et al., 2003, 
Melcangi, et al., 2003b). Gli steroidi neuroattivi, come è stato già ricordato, sono in 
grado di aumentare l’espressione di P0 e PMP22 nel nervo sciatico di ratti adulti, 
ed è stata provata la loro efficacia anche nel caso di ratti anziani. In particolare il 
progesterone e il DHP sono in grado di aumentare i bassi livelli di P0, mentre 
l’espressione di PMP22 viene aumentata a seguito del trattamento con il THP 
(Melcangi, et al., 2003b, Melcangi, et al., 1998a, Melcangi, et al., 1999, Melcangi, et 
al., 2000a). Anche le anormalità della mielina possono essere migliorate grazie al 
trattamento con il PROG e i suoi derivati (Azcoitia, et al., 2003, Melcangi, et al., 
2003b). Gli effetti più pronunciati osservati dopo trattamento di ratti in età 
avanzata sono a carico delle fibre mielinizzate di piccolo calibro (<5 µm), con un 
significativo aumento del loro numero e della loro g ratio, cioè del rapporto tra il 
diametro assonale e quello dell’intera fibra. Tali dati suggeriscono che, a seguito 
del trattamento di ratti in età avanzata con gli steroidi neuroattivi, nel nervo 
sciatico ci sia un aumento della rimielinizzazione a carico delle fibre di piccolo 
calibro. Un altro dato importante è la riduzione della frequenza di assoni con 
anormalità nella mielina e di fibre con forma irregolare. Tali effetti sono evidenti 
dopo il trattamento con il PROG, il DHP e il THP, mentre il T e derivati non sono 
risultati efficaci, suggerendo un’azione specifica dei soli progestinici (Azcoitia, et 
al., 2003, Melcangi, et al., 2003b). 
Numerose e gravi alterazioni del nervo periferico possono mostrarsi in seguito a 
trauma del nervo stesso come quelle da schiacciamento da taglio. L’effetto 
neuroprotettivo esercitato dagli steroidi neuroattivi anche in questo caso è stato 
studiato da diversi gruppi di ricerca e su diversi tipi di danno. Il trattamento con il 
PROG e il DHP è in grado di aumentare i bassi livelli d’espressione genica di P0 
nella porzione distale del nervo sciatico a seguito di resezione del nervo (Melcangi, 
et al., 2000b), e sempre il PROG, insieme al suo precursore PREG, se 
somministrato localmente, è in grado di bilanciare la diminuzione delle membrane 
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mieliniche osservata dopo criolesione del nervo sciatico in un modello murino 
(Koenig, et al., 1995). Inoltre, in un modello di rigenerazione guidata del nervo 
facciale di coniglio, i risultati migliori sono stati ottenuti quando la protesi 
biodegradabile in chitosan era stata impregnata di PROG; in questo modo è stato 
ottenuto un aumento del numero dei nuclei delle cellule di Schwann, di fibre 
mielinizzate e non mielinizzate e un aumento della g ratio delle fibre mielinizzate 
(Chavez-Delgado, et al., 2005). Non solo i progestinici sono stati utilizzati in 
modelli di danno ai nervi periferici, ma anche gli androgeni, e in particolare il T, il 
DHT e il DHEA hanno dimostrato la loro efficacia (Ayhan, et al., 2003, 
Huppenbauer, et al., 2005, Jones, et al., 2001). 
Una crescente preoccupazione nei confronti della neurotossicità periferica indotta 
dagli agenti chemioterapici ha stimolato la ricerca di composti che potessero 
esercitare azioni neuroprotettive sul SNP. Attualmente non è disponibile nessun 
efficace trattamento per questo tipo di effetto collaterale, sebbene esistano dei 
modelli preclinici che tentativamente cercano di prevenire la neurotossicità 
attraverso l’uso di tioli, fattori neurotrofici e antiossidanti (Apfel, 2000, Quasthoff 
and Hartung, 2002, Windebank and Grisold, 2008). Ad esempio, il docetaxel, un 
taxano semisintetico utilizzato diffusamente come farmaco antineoplastico per il 
trattamento del cancro alla mammella, ovaie e nel carcinoma al polmone, causa 
una tossicità specifica a livello del SNP (Apfel, 2000, Cavaletti, et al., 1997, 
Quasthoff and Hartung, 2002, Roytta, et al., 1984, Sahenk, et al., 1994, Windebank 
and Grisold, 2008).  
Nei modelli animali, il trattamento con progesterone o DHP allevia tale 
neurotossicità impedendo le alterazioni della velocità di conduzione nervosa e 
della sensibilità termica e la degenerazione dei nervi sensitivi della pelle nelle 
zampe posteriori (Roglio, et al., 2009). 
Appare quindi evidente come la somministrazione di steroidi neuroattivi a seguito 
di danno possa rappresentare un’interessante strategia terapeutica. In particolare 
una neuropatia periferica con elevata incidenza e per la quale non è disponibile 





1.3 IL DIABETE MELLITO 
 
Il diabete mellito è una sindrome metabolica caratterizzata da iperglicemia, cioè 
dall’aumento cronico dei livelli di glucosio nel sangue, ed è causato da un deficit 
assoluto della secrezione di insulina, dalla riduzione della sua efficacia biologica o 
da entrambi questi difetti. La patologia viene classificata in diabete tipo 1 e diabete 
tipo 2; in particolare, il diabete tipo 1 è caratterizzato dalla distruzione delle cellule 
β delle isole pancreatiche, determinata da un processo autoimmune in circa il 95% 
dei casi ed è idiopatica nel restante 5%. I pazienti con diabete tipo 1 sono 
generalmente predisposti all’acidosi e necessitano di una terapia sostitutiva con 
insulina.  
Il diabete tipo 2, ad insorgenza in età adulta, è la forma di gran lunga prevalente di 
questa sindrome (80-90% dei casi); è una malattia eterogenea che comprende un 
insieme di difetti che in alcuni casi consistono in un malfunzionamento delle 
cellule β, ma, più comunemente, sono associati a resistenza all’insulina da parte 
dei tessuti periferici, con conseguente instaurazione di un circolo vizioso che porta 
alla compromissione della secrezione di insulina.  
La maggior parte dei pazienti diabetici va incontro ad un certo numero di 
complicanze, dovute agli squilibri metabolici causati dall’eccessivo livello di 
glucosio nel sangue, che si instaurano ad intervalli di tempo variabili dall’inizio 
della malattia. Tali complicanze interessano prevalentemente il sistema 
cardiovascolare, la pelle, i reni, gli occhi, le ossa, le articolazioni ed il sistema 
nervoso centrale e periferico (causando rispettivamente encefalopatia e neuropatia 
periferica). In aggiunta a queste complicanze, i pazienti diabetici presentano un 
aumento dell’incidenza di certi tipi di infezione ed una diminuzione della capacità 
di contrastarle. 
 
1.3.1. La neuropatia diabetica 
 
La neuropatia periferica diabetica, o più semplicemente neuropatia diabetica (ND), 
è una delle complicanze più importanti del diabete mellito, sia da un punto di vista 
epidemiologico che clinico. Infatti studi epidemiologici hanno evidenziato che circa 
il 50% dei soggetti diabetici, dopo 15 anni di malattia, manifesta i segni clinici della 
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neuropatia. È importante, però, specificare che la presenza di quest’ultima dipende 
dal tipo di indagine effettuata per la sua diagnosi. Nei vari studi effettuati, infatti, 
la prevalenza varia dal 10% quando vengono ricercati solo dei segni clinici, a oltre 
l’80% quando la diagnosi viene effettuata mediante esame elettromiografico. 
L’incidenza annuale di nuovi casi è invece di circa 6/100 considerando sia pazienti 
affetti da diabete tipo 1 che quelli affetti dal tipo 2. Da un punto di vista clinico, la 
ND è in grado di causare tutti i sintomi della NP ma risulta particolarmente 
aggressiva a livello degli arti inferiori, dove è causa del caratteristico “piede 
diabetico”. Quest'ultimo infatti, già di per sé estremamente debilitante, nei paesi 
occidentali è implicato nel 50-75% delle amputazioni dovute a eventi non 
traumatici. La neuropatia diabetica, comunque, può assumere diverse 
sintomatologie a seconda della sede anatomica del nervo interessato e dall'entità 
del danno, e può essere classificata in tre principali forme: 
• polineuropatia distale simmetrica è la forma più comune di neuropatia 
periferica diabetica, nella quale la perdita di sensibilità sembra a forma di 
“calza” o di “guanto” ed è causata da un processo neuropatico assonico. 
Sono particolarmente vulnerabili i nervi lunghi, che sono spesso colpiti 
simmetricamente, e per questo motivo l’impatto è solitamente a carico dei 
piedi. Nei nervi periferici è osservabile una riduzione della conduzione 
nervosa che interessa sia le fibre afferenti che quelle efferenti. Il dolore, 
quando presente, può variare dal lieve fastidio a sintomi gravi ed 
invalidanti, dovuti alla denervazione dei piccoli muscoli del piede (piede 
diabetico); 
• neuropatia periferica isolata è caratterizzata da un’insorgenza improvvisa e 
dalla successiva ripresa della maggior parte o di tutte le funzioni. Può essere 
attribuita ad eventi ischemici o a danni traumatici e può coinvolgere un 
singolo nervo (mononeuropatia) o più nervi (mononeuropatia multipla); 
• neuropatia diabetica dolorosa è caratterizzata dall’ipersensibilità al tocco 
lieve e talvolta dal dolore urente intenso, che, particolarmente di notte, può 





1.3.2. Meccanismi patogenetici della neuropatia periferica 
diabetica 
 
I due maggiori trials clinici effettuati in soggetti affetti da diabete di tipo 1 e 2, il 
Diabetes Control and Complication Trial (DCCT) e il UK Prospective Diabetes 
Study (UKPDS), hanno indicato che un rigoroso controllo farmacologico della 
glicemia riduce l'incidenza e la progressione della neuropatia diabetica, 
individuando nell'iperglicemia la principale causa di questa patologia (Boulton, 
1998, Stratton, et al., 2000, Writing Team for the Diabetes Control and 
Complications Trial/Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications 
Research Group, 2002). Sono stati proposti numerosi meccanismi per correlare 
l'iperglicemia ai deficit motori e sensoriali, tra cui la ridotta velocità di conduzione 
nervosa (NCV), e, più in generale, allo sviluppo della neuropatia. La teoria 
attualmente accettata e condivisa è quella della disfunzione endoteliale indotta dal 
diabete: si ritiene che il ridotto flusso ematico al nervo, la reattività vascolare e 
l'ipossia endoneurale abbiano un ruolo centrale nello sviluppo delle variazioni 
strutturali e funzionali del nervo del soggetto diabetico, illustrate in figura 4 
(Cameron, et al., 2001). Le modificazioni endoteliali nei vasa nervorum sono state 
attribuite a molteplici meccanismi tra i quali un’elevata condizione di stress 
ossidativo, l’attivazione della via dei polioli e dell’esossamina nel metabolismo del 
glucosio, glicosilazioni non enzimatiche, l'attivazione della proteina chinasi C 
(PKC), alterazioni del metabolismo dell'acido arachidonico, delle prostaglandine 
(PG) (Cameron, et al., 2001) e, più recentemente, l'attivazione della poliADP-
ribosio polimerasi-1 (PARP) (Obrosova, et al., 2004) e del fattore nucleare κB (NF-
κB) (Cameron and Cotter, 2008). Meccanismi simili sembrano avvenire anche 
negli elementi neurali del SNP, come le cellule di Schwann, gli oligodendrociti del 
midollo spinale e i neuroni dei gangli della radice dorsale (DRG). Infatti, anche in 
questi tipi cellulari sono state individuate anormalità metaboliche, come ad 
esempio la riduzione dell'attività della Na+,K+-ATPasi (Sima and Sugimoto, 1999), 
uno stato di “pseudoipossia” (Williamson, et al., 1993), modificazioni del 
metabolismo degli acidi grassi (Kuruvilla and Eichberg, 1998) ed un’alterazione 






Figura 4: rappresentazione del nervo sano (a sinistra) e del nervo neuropatico (a destra). In 
quest’ultimo si possono osservare occlusioni a livello dei vasi e danni alla guaina mielinica e 
all’assone. 
 
È quindi interessante notare come l'alterazione di un singolo parametro (il 
glucosio), alla base della patologia diabetica, sia in grado di scatenare un'enorme 
quantità di risposte, enzimatiche e non, che tutte insieme contribuiscono alla 
generazione di uno stato patologico estremamente complesso ed ancora non del 
tutto caratterizzato. 
 
Stress ossidativo e nitrosativo 
E’ provocato dall’incremento della produzione di specie reattive dell'ossigeno 
(ROS) o dell'azoto (RNS), che l’organismo non è in grado di eliminare.  
 
Il danno ossidativo 
Lo stato di iperglicemia e l'attivazione degli altri meccanismi patogenetici ad esso 
associati portano ad una condizione di elevato stress ossidativo nei nervi periferici 
del soggetto diabetico. Studi recenti hanno inoltre confermato l'accumulo di 
prodotti di perossidazione lipidica, una deplezione di glutatione ridotto (GSH) 
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parallela ad un aumento di glutatione ossidato (GSSG) ed una riduzione 
dell'attività della superossido desmutasi (SOD) nel nervo periferico del soggetto 
diabetico (Cheng and Zochodne, 2003, Coppey, et al., 2001, Obrosova, et al., 2001, 
Stevens, et al., 2000). A supporto di queste osservazioni è stata riscontrata la 
presenza di numerosi markers del danno indotto dai ROS nel nervo periferico, nel 
midollo spinale, nei vasa nervorum e nei DRG, come ad esempio la riduzione 
dell'attività della catalasi e della chinone reduttasi e la deplezione di ascorbato e 
taurina (Obrosova, et al., 2001, Stevens, et al., 2000).  
 
Il danno nitrosativo 
Un accumulo di nitrotirosina, un indicatore dello stress nitrosativo, è stato 
recentemente documentato nelle cellule endoteliali e di Schwann del nervo 
periferico, nella glia e nei neuroni dei DRG e negli astrociti, oligodendrociti e 
neuroni del midollo spinale.  
Nel nervo periferico la maggiore fonte di NO, principale responsabile dello stress 
nitrosativo, sembra essere la NO sintasi inducibile (iNOS), che viene indotta 
dall’infiammazione (Obrosova, 2009). Inoltre, numerosi studi hanno dimostrato 
che i parametri caratteristici della ND, come ad esempio la ridotta NCV e i deficit 
del flusso ematico nervoso, sono migliorati in seguito alla somministrazione di 
sostanze antiossidanti (Cameron, et al., 2001, Inkster, et al., 2007, Nagamatsu, et 
al., 1995, Obrosova, et al., 2005).  
 
Meccanismi di danno 
Le specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto agiscono per mezzo di diversi 
meccanismi che danneggiano componenti strutturali e funzionali essenziali per la 
sopravvivenza della cellula, e che sono riassunti in figura 5. Le principali vie di 
danno possono essere così raggruppate: 
• lipoperossidazione, che comporta un’alterata integrità di membrana e 
funzionalità dei recettori ed enzimi ad essa annessi; 
• ossidazione dei gruppi tiolici delle proteine e conseguente compromissione 
della loro funzionalità; 
• danno diretto al DNA; 
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• deplezione delle sostanze antiossidanti endogene, che causa una progressiva 
riduzione della capacità di compensare lo stress ossidativo ed un’incapacità 




Figura 5: rappresentazione schematica dei vari fattori che contribuiscono allo stress ossidativo-
nitrosativo nella ND. 
 
Alterazioni del metabolismo del glucosio 
Via dei polioli 
Nel metabolismo del glucosio, la via dei polioli, o via del sorbitolo, consiste di due 
reazioni: nella prima il glucosio è ridotto a sorbitolo ad opera della aldoso reduttasi 
(A-R) NADPH-dipendente e nella seconda il sorbitolo è ossidato a fruttosio ad 
opera della sorbitolo deidrogenasi (SDH) NAD-dipendente. In condizioni 
fisiologiche la via dei polioli funziona solo in minima parte (vi entra circa il 3% di 
glucosio) in quanto il glucosio viene preferenzialmente indirizzato alla via 
glicolitica. In condizioni patologiche di iperglicemia però, la via glicolitica è 
saturata dal glucosio, che tende, quindi, ad entrare in buona parte (fino al 33% 




Figura 6: rappresentazione schematica della via dei polioli. 
 
A livello cellulare le conseguenze sono un accumulo di sorbitolo, accompagnato da 
stress osmotico, ed un’eccessiva produzione di fruttosio, che risulta essere un 
agente glicante 10 volte più potente del glucosio (Obrosova, et al., 2005). Questa 
situazione causa sbilanci metabolici che si traducono in danni tissutali in vari 
distretti, come il cristallino, la retina, i glomeruli renali ed i nervi periferici, 
bersagli tipici delle complicanze del diabete. L’accumulo di sorbitolo è anche ben 
documentato dagli studi sui nervi periferici dei roditori usati come modello 
sperimentale (Obrosova, et al., 2000, Yagihashi, et al., 2001). Il ruolo dell’aldoso 
reduttasi nella patologia diabetica è stato ben documentato (Oates, 2008, 
Obrosova, 2002rev) con l’osservazione che l’incrementata attività di tale enzima è 
in grado di portare ad uno stato di pseudoipossia dovuto ad un incremento del 
rapporto NADH/NAD+. Inoltre numerosi studi hanno confermato il 
coinvolgimento dell’attivazione dell’A-R nello stress ossidativo indotto dal diabete 
(El-Remessy, et al., 2003, Gupta, et al., 2002, Obrosova, et al., 2002). 
 
Via dell’esossamina 
Così come nel caso della via dei polioli, un eccesso di glucosio causa anche un 
aumento del flusso attraverso la via dell’esossamina, schematicamente 
rappresentata in figura 7. In condizioni normali, questa via metabolica converte 
solo una piccola parte del fruttosio 6-fosfato, un importante intermedio della 
glicolisi, a glucosamina-6-fosfato, ad opera della glutamina-fruttosio-6-fosfato-
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amidotransferasi (Thornalley, 2005). La glucosamina-6-fosfato è quindi convertita 
ad uridina-difosfato-N-acetil-glucosamina (UDP-GlcNAc). 
 
 
Figura 7: la via dell’esossamina. 
 
Quest’ultimo è un substrato obbligato della UDP-GlcNAc transferasi, che lo lega a 
residui di serina o treonina di alcuni fattori di trascrizione, influenzando 
l’espressione genica (Brownlee, 2001, Kolm-Litty, et al., 1998, Sayeski and Kudlow, 
1996). Nella neuropatia diabetica, l’aumentato flusso di glucosio attraverso questa 
via contribuisce ad alterare l’espressione di numerosi geni. Inoltre, ulteriori studi 
hanno evidenziato un coinvolgimento della via dell’esossamina nello sviluppo di 




La glicazione, detta anche glicosilazione non enzimatica, è il prodotto della 
reazione tra uno zucchero, come il fruttosio o il glucosio, ed una proteina o un 
lipide senza l'azione catalitica di un enzima. La glicazione è un processo casuale 
che compromette il funzionamento delle molecole biologiche ed i composti che si 
formano vengono chiamati prodotti avanzati della glicazione (Advanced Glycation 
End products - AGEs). Importanti proteine citoscheletriche assonali e componenti 
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mieliniche subiscono glicosilazione non enzimatica. Questo può provocare 
degenerazione assonale e demielinizzazione; la rigenerazione dei nervi può essere 
compromessa dalla presenza degli AGEs: loro depositi nei microvasi endoneurali 
possono infatti causare alterazioni microvascolari. 
Negli ultimi anni il ruolo degli AGEs nella ND è stato ampiamente studiato e 
numerose osservazioni hanno dimostrato un loro coinvolgimento nello sviluppo di 
questa patologia (Ahmed, 2005, Thornalley, 2002). Gli AGEs agiscono attraverso il 
legame ad uno specifico recettore di membrana (il recettore degli AGEs, RAGE 
(Neeper, et al., 1992)), localizzato sia nell’endotelio che nelle cellule di Schwann, la 
cui attivazione è ritenuta portare alla trascrizione di alcuni geni pro-infiammatori, 
tra cui NF-κB e IL-6 (Bierhaus, et al., 2001). L’elevato livello di AGEs presente nei 
pazienti diabetici è in grado quindi di causare un’eccessiva stimolazione di RAGE, 
determinando uno stato di infiammazione a livello dei nervi periferici (Bierhaus, et 
al., 2004, Karachalias, et al., 2003, Wada and Yagihashi, 2005). 
 
Attivazione della proteina chinasi C 
Con proteina chinasi C si intende una superfamiglia di isoenzimi (molti dei quali 
sono attivati dal 1,2-diacilglicerolo (DAG) in presenza di fosfatidilserina) che sono 
coinvolti nella trasduzione del segnale ed agiscono fosforilando un’ampia varietà di 
substrati proteici cellulari.  
L’iperglicemia è in grado di incrementare la sintesi di DAG con conseguente 
attivazione della PKC e l’over-attivazione di questo enzima causa la maggiore 
espressione di numerosi fattori coinvolti nel danno vascolare, come NF-κB, PAI-1, 
VEGF e TGF-β (rispettivamente fattore nucleare-kappa B, attivatore tissutale del 
plasminogeno 1, fattore di crescita dell'endotelio vascolare e fattore di crescita 
trasformante beta). Purtroppo l’esatto meccanismo d’azione con cui la PKC 
contribuisce alla neuropatia diabetica non è ben chiaro e necessita di ulteriori 
studi; tuttavia si ritiene che l’anomala stimolazione di questo enzima sia in grado 
di alterare le normali funzioni fosforilative coinvolte nella trasduzione del segnale, 
determinando fenomeni di vasocostrizione, alterazione della permeabilità 
capillare, ipossia e alterazioni della membrana basale nervosa (Arikawa, et al., 
2007, Das Evcimen and King, 2007). L’attivazione della PKC è stata correlata allo 
sviluppo di retinopatie, nefropatie e danni vascolari che sono coinvolti nella ND 
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(Arikawa, et al., 2007, Das Evcimen and King, 2007, Veves and King, 2001). 
Inoltre sono stati osservati alcuni fenomeni di insulino-resistenza che sembrano 
essere dovuti in buona parte anche a questo meccanismo, suggerendo che la PKC 
sia ampiamente coinvolta nell’instaurazione del diabete e delle sue complicanze 
(Cortright, et al., 2000, Naruse, et al., 2006). 
 
Infiammazione 
L’infiammazione nel contesto della neuropatia diabetica è un fenomeno 
multifattoriale e molto complesso, in quanto è in parte causato dai fenomeni citati 
sinora ed è in grado a sua volta di alimentarli, instaurando, per così dire, un 
“circolo vizioso” nella patogenesi di questa malattia. Come è stato appena discusso, 
la condizione di iperglicemia può risultare nell’attivazione delle vie dell’esochinasi 
e della PKC, nella sovrapproduzione di AGEs e in una condizione di elevato stress 
ossidativo. Tutti questi fenomeni sono in grado di promuovere lo stato 
infiammatorio attraverso l’up-regolazione di numerosi fattori, tra cui NF-κB, la 
cicloossigenasi di tipo II (COX II), e la 12/15-lipoossigenasi (12/15-LO). 
 
NF-κB 
NF-κB è un fattore di trascrizione up-regolato dall’iperglicemia, dallo stress 
ossidativo (Kabe, et al., 2005) ed anche dagli AGEs. NF-κB stimola la trascrizione 
di numerosi fattori che hanno una nota attività infiammatoria, come iNOS, COX II, 
endotelina-I (ET-1) e molecole di adesione (Ha, et al., 2002, Minchenko, et al., 
2003), ed è stato trovato in forma attiva nel perinevrio, vasi epineurali ed 
endonevrio del nervo surale di soggetti marcatamente diabetici (Bierhaus, et al., 
2004). Inoltre è stato trovato attivo anche in colture di cellule di Schwann isolate, 
in presenza di un medium ad elevata concentrazione di glucosio (Suzuki, et al., 
2004). Queste osservazioni hanno quindi evidenziato il ruolo centrale che NF-κB 
ha nello sviluppo della ND e non sorprende che la somministrazione di inibitori di 
tale fattore abbiano apportato miglioramenti ai deficit di NCV e flusso ematico 
epineurale di ratti diabetici (Cameron and Cotter, 2008). 
 
Cicloossigenasi di tipo II e 12/15-lipoossigenasi 
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COX II e 12/15-LO rivestono un ruolo centrale nel metabolismo dell’acido 
arachidonico e nell’infiammazione. Tali enzimi, infatti, sono responsabili della 
trasformazione dell’acido arachidonico rispettivamente in prostanoidi (come il 
trombossano A2, la prostaciclina e le prostaglandine stabili) e in leucotrieni (LTC4 
e LTD4), ed il loro coinvolgimento nello sviluppo delle complicanze diabetiche è 
diventato sempre più evidente. In particolare sia l’espressione che l’attività di COX 
II sono risultate aumentate nei nervi periferici e nel midollo spinale di soggetti 
diabetici (Pop-Busui, et al., 2002) e la somministrazione di inibitori di COX II è 
rivelata positiva sui deficit di NCV e flusso ematico nel nervo periferico 
parallelamente ad una riduzione dello stress ossidativo e dell’infiammazione 
(Kellogg, et al., 2007, Pop-Busui, et al., 2002). 
12/15-LO è un enzima ampiamente espresso nell’organismo umano e la sua 
espressione aumenta significativamente in condizioni di iperglicemia (Reilly, et al., 
2004, Zatechka, et al., 2003). In un contesto di neuropatia periferica è interessante 
notare che la sua espressione già abbondante nelle cellule di Schwann, aumenta 
notevolmente a sole 24 ore dall’esposizione ad alti livelli di glucosio (Obrosova, et 
al., 2007). Recenti studi in vitro ed in vivo hanno inoltre evidenziato che 
l’attivazione di 12/15-LO indotta dall’iperglicemia è in grado di interferire con 
numerose vie metaboliche, di trasduzione del segnale e di regolazione genica 
(Natarajan and Nadler, 2003, Reilly, et al., 2004). 
 
Attivazione di poliADP-ribosio polimerasi-1 
La poliADP-ribosio polimerasi-1 (PARP) è un enzima localizzato nel nucleo e nei 
mitocondri, dove svolge la funzione di scindere NAD+ in nicotinamide e ADP-
ribosio. Questi due prodotti vengono quindi legati a proteine del nucleo e a PARP 
stesso, con la formazione di polimeri di proteine poliADP-ribosilate (Jagtap and 
Szabo, 2005). L’attivazione di questo enzima riveste un ruolo importante 
nell’induzione della disfunzione neuronale e dell’infiammazione, contribuendo, 
inoltre, all’instaurazione di altri meccanismi di danno, come l’attivazione di PKC e 
della via dell’esossamina (Homburg, et al., 2000, Kauppinen, et al., 2006, 
Obrosova, et al., 2005). 
Le principali conseguenze dell’attivazione di PARP sono:  
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• deplezione di NAD+ e compromissione del metabolismo energetico. Infatti, 
l’eccessivo metabolismo del glucosio genera un eccesso di NADH e porta ad 
un sovraccarico della catena di trasporto degli elettroni, causando stress 
ossidativo, danno mitocondriale ed ulteriore attivazione di PARP (Jagtap 
and Szabo, 2005, Li and Glass, 2004, Obrosova, et al., 2004); 
• alterazioni dell’espressione genica (Ha, et al., 2002, Jagtap and Szabo, 
2005, Minchenko, et al., 2003); 
• poliADP-ribosilazione ed inibizione dell’enzima gliceraldeide-3 fosfato 
deidrogenasi (GAPDH) che provoca una deviazione del glucosio e dei suoi 
derivati dalla glicolisi verso altre vie metaboliche coinvolte nelle 
complicazioni diabetiche (Brownlee, 2005). 
Recenti studi hanno inoltre dimostrato che l’attivazione di PARP avviene a livello 
dei nervi periferici, del midollo spinale, dei DRG, dell’endotelio e delle cellule di 
Schwann dei ratti diabetici; inoltre questo è ritenuto un meccanismo precoce e 
fondamentale nello sviluppo della neuropatia diabetica (Ilnytska, et al., 2006, 
Obrosova, et al., 2004). 
 
1.3.3. Danni della neuropatia periferica diabetica 
 
La neuropatia periferica vede quindi come causa scatenante la costante 
iperglicemia, che si accompagna nel tempo all’instaurarsi dei meccanismi sopra 
descritti e riassunti schematicamente in figura 8. Le conseguenze ultime di tali 
meccanismi sulla funzionalità del nervo includono una diminuzione della velocità 
di conduzione dell'impulso nervoso (NCV), degenerazione assonale, 
demielinizzazione paranodale e perdita di fibre mielinizzate (Sugimoto, et al., 
2000, Vinik, et al., 2000). Inoltre, è osservabile la variazione di una serie di 
parametri biochimici tra i quali il più significativo è la riduzione dell'attività 
dell'enzima Na+,K+-ATPasi, in quanto la sua variazione insieme a quella della NCV 
contraddistingue la neuropatia diabetica (Berry, 1997, Greene, et al., 1989).  
É importante sottolineare che la variazione di questi parametri nell’uomo, è 
osservabile anche nella ND sperimentale, ottenuta a seguito dell’induzione con 
streptozotocina (STZ) nei ratti e nei topi (Biessels, et al., 1999, Cameron and 
Cotter, 1994, Dyck, et al., 1988, Eckersley, 2002, Yagihashi, et al., 2001). Grazie 
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all’utilizzo di questi modelli è stato possibile osservare che il diabete altera 
l'espressione delle glicoproteine della mielina nel nervo sciatico. In particolare, la 
ridotta espressione di P0 e di PMP22 sembra giocare un ruolo fondamentale nella 
perdita di funzionalità dei nervi, in quanto la loro diminuita presenza non è più in 
grado di garantire la compattazione della mielina (Carenini, et al., 1999). Il 
mantenimento di tale struttura è fondamentale per assicurare la corretta 
trasmissione dell’impulso nervoso lungo l’assone. 
 
 
Figura 8: rappresentazione schematica degli effetti dell’iperglicemia sulle vie metaboliche nella 
ND. L’eccessivo metabolismo del glucosio genera un eccesso di NADH e porta ad un sovraccarico 
della catena di trasporto degli elettroni, causando stress ossidativo, danno mitocondriale ed 
attivazione di PARP. L’attivazione di PARP ad opera delle ROS è in collegamento con la via 
dell’esossamina e con l’attivazione della PKC nell’induzione dell’infiammazione e della disfunzione 
neuronale. Una combinazione dello stress ossidativo e dell’iperglicemia, inoltre, attiva RAGE, la via 
dei polioli, la via dell’esossamina e la PKC determinando uno squilibrio ossido-riduttivo, alterazioni 
dell’espressione genica ed ulteriore stress ossidativo. 
 
La membrana dell'assone mielinizzato esprime numerose proteine 
fisiologicamente attive che intervengono direttamente nella trasmissione 
dell'impulso nervoso. Queste includono i canali del sodio voltaggio-dipendenti, 
direttamente responsabili della propagazione del potenziale d'azione lungo 
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l'assone, e che sono concentrati in segmenti assonali non mielinizzati chiamati 
nodi di Ranvier, così come i canali del potassio (sia lenti che veloci) responsabili di 
varie attività elettrofisiologiche secondarie, coinvolte nel recupero dello stato di 
riposo dopo il passaggio di un impulso nervoso; la pompa Na+,K+-ATPasi rientra in 
questa categoria. La distribuzione di tali molecole lungo la membrana assonale è 
strettamente associata con la struttura discontinua della guaina mielinica. 
Quest’ultima, attraverso la sua resistenza elettrica e bassa capacità, permette la 
depolarizzazione della membrana internodale assonale con un minimo consumo di 
energia. Infatti, i canali del sodio, particolarmente concentrati nei nodi di Ranvier, 
sono attivati dalla depolarizzazione della membrana assonale indotta dall'arrivo di 
un'onda di ioni sodio, permettendone così l’entrata massiccia nell'assone e 
provocando una nuova ondata di depolarizzazione, che viene trasmessa 
passivamente fino al successivo nodo di Ranvier, in cui è generato un nuovo 
potenziale d'azione. E’ dunque chiaro che la perdita di compattazione della guaina 
comporta una dissipazione del potenziale d’azione che non è più in grado di 
“saltare” da un nodo di Ranvier all’altro, diminuendo la velocità di propagazione 
dell’impulso (riduzione dell’NCV). Come già accennato, accanto a tale alterazione, 
nella ND umana e sperimentale si assiste ad una diminuzione dell’attività della 
pompa Na+,K+-ATPasi (figura 9). Tale enzima è localizzato a livello della 
membrana plasmatica e permette di trasportare contro gradiente di 
concentrazione tre ioni Na+ verso l'ambiente extracellulare e due ioni K+ verso 
l'ambiente intracellulare, sfruttando l'energia derivante dall'idrolisi dell'ATP. Col 
progredire del processo si determina una differenza di potenzale tra ambiente 
intracellulare ed extracellulare, indispensabile per la propagazione dell’impulso.  
In aggiunta alle alterazioni appena descritte, è stato riportato che nei ratti STZ il 
quadro ormonale risulta alterato dal diabete, come alcune evidenze cliniche già 
indicavano (Andreis, et al., 1990, Chan, et al., 2005, El'tseva, et al., 1993, Salonia, 
et al., 2006). In particolare, nel plasma di ratti maschi STZ, il diabete provoca una 
diminuzione generale dei livelli di steroidi neuroattivi, tranne per quelli di PREG e 
THP, che rimangono invariati (Leonelli, et al., 2007). Successivamente è stato 
dimostrato che i livelli di steroidi neuroattivi determinati nel plasma non riflettono 
la concentrazione di queste molecole nel sistema nervoso periferico. Infatti, i livelli 
osservati nel nervo sciatico sono diminuiti dal diabete, anche se presentano alcune 
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differenze sostanziali con quanto osservato nel plasma, indicando che la patologia 
in quanto tale è in grado di alterare il contenuto steroideo, ma influenza in modo 
differente i livelli degli steroidi neuroattivi presenti nel nervo e nel plasma (Roglio, 
et al., 2007). 
 
 
Figura 9: rappresentazione schematica dell’attività della pompa Na+,K+-ATPasi. Progressivamente 
da sinistra verso destra, si possono osservare le varie fasi della sua attività: nella prima 
rappresentazione, tre ioni Na+ si legano ad un dominio intracellulare della pompa favorendo il 
legame con l’ATP; nella seconda, l’energia rilasciata dall’idrolisi dell’ATP permette il cambio di 
conformazione ed il rilascio dei 3 ioni Na+ all’esterno della cellula; nella terza, 2 ioni K+ 
extracellulari si legano alla pompa; nella quarta, la pompa ritorna alla conformazione iniziale con il 
rilascio nel citosol dei 2 ioni K+ e del Pi che era legato all’ATP. 
 
Ulteriori osservazioni sono state condotte a livello del sistema nervoso centrale. 
Queste hanno mostrato ancora una volta che la patologia è in grado di alterare i 
livelli tissutali di steroidi neuroattivi e che in particolare il quadro steroideo 
cambia a seconda dell’area presa in esame (Caruso, et al., 2008). In generale si 
oserva una diminuzione dei livelli di steroidi neuroattivi, suggerendo che il diabete 
possa alterare la macchina biosintetica a livello del sistema nervoso o dell’uptake 
dal plasma. Tuttavia si osservano anche degli incrementi di steroidi, come ad 
esempio, del THP e del 17β estradiolo nel midollo spinale di ratti diabetici. Queste 
evidenze possono indicare un tentativo dell’organismo di superare il danno 
provocato dall’iperglicemia, cercando di produrre in maggiore quantità alcuni 
ormoni, ma tale tentativo non sembra essere sufficiente, indicando comunque le 
molecole steroidee come buoni candidati per una terapia contro la neuropatia. 
Inoltre, lo studio puntuale del quadro ormonale di un dato tessuto o di una data 




1.3.4 Effetto protettivo degli steroidi neuroattivi sulla neuropatia 
periferica diabetica 
 
Studi condotti da numerosi gruppi di ricerca hanno evidenziato che gli steroidi 
neuroattivi possono esercitare un’azione protettiva sul sistema nervoso periferico 
durante l’invecchiamento o a seguito dell’instaurarsi di neuropatie periferiche, ad 
esempio quella indotta da trauma, dal diabete o da malattie genetiche (Azcoitia, et 
al., 2003, Koenig, et al., 1995, Melcangi, et al., 2003b). 
Nel modello di neuropatia indotta da streptozotocina, dopo 8 mesi di diabete, si 
possono osservare severe alterazioni della morfologia del nervo sciatico di ratto, 
come, ad esempio, irregolarità morfologiche, assottigliamento e ridotta 
compattazione della guaina mielinica ed una diminuita espressione di P0 e 
PMP22. Inoltre, in questo modello sperimentale la somministrazione per un mese 
di steroidi neuroattivi, come il PROG o il DHP, riesce a contrastare la comparsa di 
tali alterazioni nel nervo (Veiga, et al., 2006). Nello stesso modello, ma dopo soli 
tre mesi dall’induzione del diabete, il trattamento cronico con steroidi neuroattivi è 
in grado di correggere la riduzione dell’NCV, della sensibilità termica, della densità 
delle fibre nervose intraepidermiche (IENF) e dei livelli di mRNA delle proteine 
della mielina (specialmente P0 e PMP22) e di aumentare l’attività dell’enzima 
Na+,K+-ATPasi (Leonelli, et al., 2007).  
Anche il T ed i suoi metaboliti esercitano un effetto protettivo nella neuropatia 
diabetica indotta da STZ. Il trattamento con T induce il solo ripristino della densità 
delle IENF, mentre il DHT contrasta la riduzione della NCV, delle fibre nervose 
intraepidermiche, dell’attività della pompa Na+,K+-ATPasi, dell’espressione genica 
di P0 e aumenta la soglia nocicettiva termica. Il 3α-diolo sembra essere efficace nel 
contrastare gli effetti del diabete sulla NCV, sulla soglia nocicettiva termica e sulla 
densità delle IENF (Roglio, et al., 2007). Il meccanismo d’azione che sottende 
questi effetti può essere molteplice. In quanto tale, il 3α diolo non lega AR (Roselli, 
et al., 1987) ma può farlo dopo essere riconvertito a DHT, in quanto la conversione 
mediata dall’enzima 3α-HSD, è un processo reversibile (Melcangi, et al., 2001b). 
In alternativa, il 3α-diolo potrebbe esplicare il suo effetto attraverso l’interazione 
con il recettore GABAA, che è presente sia nel nervo sciatico che nelle colture di 
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cellule di Schwann (Frye, et al., 1996, Gee, et al., 1988, Melcangi, et al., 1999). Un 
terzo meccanismo d’azione potrebbe essere l’interazione con il recettore degli 
estrogeni β (ERβ). Diverse osservazioni hanno infatti dimostrato che il 3α-diolo è 
in grado di interagire con questo recettore e che è in grado di modulare la 
trascrizione specialmente attraverso la variante ERβ2 (Pak, et al., 2005). ERβ2 è 
stato identificato in molti tessuti di ratto, incluso il cervello. La sua espressione è 
molto bassa in colture di cellule di Schwann di nervo sciatico di ratti neonati 
(Groyer, et al., 2006), ma è abbondante nei motoneuroni del midollo spinale in 
seguito a danno del nervo sciatico (Islamov, et al., 2003). Quindi, ERβ potrebbe 
essere coinvolto nei meccanismi di rigenerazione del nervo. 
Complessivamente queste osservazioni indicano che gli steroidi neuroattivi 
possono svolgere un’efficace azione protettiva nei confronti della neuropatia 
diabetica. Quest’ultima osservazione è particolarmente importante in quanto, 
nonostante i notevoli passi avanti compiuti nella comprensione delle cause 
metaboliche della ND, non sono ancora disponibili per la clinica trattamenti 
farmacologici che agiscano su di esse per correggerle. L’attuale approccio 
terapeutico è quindi rappresentato dal controllo della glicemia, dalla correzione dei 
fattori di rischio cardiovascolare e dal trattamento dei sintomi, specialmente il 
dolore. I farmaci maggiormente prescritti per il controllo di quest’ultimo sono gli 
antidepressivi triciclici, gli inibitori della ricaptazione della serotonina ed alcuni 
farmaci antiepilettici, che nei casi più gravi possono essere usati in associazione 
con gli analgesici classici.  
 
1.4 PROTEINA TRASLOCATRICE DI 18kDa 
(TSPO) 
 
TSPO è una proteina transmembrana di 18 kDa localizzata a livello della 
membrana mitocondriale esterna. Sebbene oggi l’acronimo TSPO e cioè proteina 
traslocatrice di 18 kDa (Papadopoulos, et al., 2006), sia comunemente utilizzato 
per indicarla, fino a pochi anni fa questa proteina era nota a tutti come il recettore 
periferico delle benzodiazepine (PBR).  
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TSPO fu identificato per la prima volta nel 1977 a seguito del tentativo da parte di 
alcuni ricercatori di individuare un sito di legame per il diazepam anche nei tessuti 
periferici (Braestrup and Squires, 1977, Gavish, et al., 1999, Lacapere and 
Papadopoulos, 2003). La caratterizzazione di questo sito di legame per il diazepam 
fuori dal cervello ha portato all’assegnazione del nome di recettore “periferico” per 
le benzodiazepine, o PBR appunto, per poterlo distinguere dal recettore “centrale” 
delle benzodiazepine, che è parte del complesso recettoriale del GABAA (Gavish, et 
al., 1999, Lacapere and Papadopoulos, 2003). Sebbene il termine fosse già 
largamente utilizzato, soprattutto per ragioni storiche, già prima del 2006 diversi 
nomi furono assegnati per indicare questa proteina, tra cui recettore mitocondriale 
per le benzodiazepine, complesso recettoriale mitocondriale per l’inibitore del 
legame del diazepam (DBI), sito di legame per PK11195, proteina legante 
l’isochinolona (IBP), pk18 e recettore ω3. Sebbene questi nomi definiscano alcune 
caratteristiche della proteina, nessuna era in grado di descriverla appieno. 
 
Oltre alla sua capacità di legare le benzodiazepine, il TSPO riveste un ruolo 
importante nella steroidogenesi (Besman, et al., 1989) come verrà discusso in 
seguito, e in altri processi come la regolazione della proliferazione cellulare (Alho, 
et al., 1994), l’immunomodulazione (Zavala, 1997), il trasporto delle porfirine, la 
sintesi del gruppo eme (Taketani, et al., 1995), il trasporto anionico (Basile, et al., 
1988) e l’apoptosi (Hirsch, et al., 1998).  
Da un punto di vista strutturale, il TSPO è costituito da 5 α-eliche di circa 21 
aminoacidi ciascuna che attraversano la membrana mitocondriale esterna 
formando una struttura a canale (Joseph-Liauzun, et al., 1998) (figura 10). La 
regione C-terminale è rivolta verso il citoplasma e contiene un sito di legame per il 
colesterolo (Li and Papadopoulos, 1998). La parte N-terminale è invece rivolta 
verso la membrana mitocondriale interna. 
 
Il gene del TSPO possiede molte caratteristiche comuni ai geni housekeeping. La 
sua sequenza codificante è molto conservata attraverso l’evoluzione, dai batteri al 
genere umano, è presente anche nelle piante (come ad esempio nella patata (Corsi, 
et al., 2004)) e la delezione dell’intera sequenza produce un fenotipo di morte 






Figura 10: struttura del TSPO. In alto, predizione della struttura secondaria del TSPO, consistente 
di 5 eliche transmembrana. Sotto a sinistra, immagine al microscopio elettronico di una frazione di 
proteoliposoma congelata di TSPO ricostituito. Sotto a destra, Visione dall’alto di un monomero del 
TSPO; considerando il diametro di un’elica transmembrana (1-1.5 nm) l’ipotetico monomero del 
TSPO risulterebbe possedere un diametro tra 3.5 e 4.5 nm, identico a quello osservato nel 
proteoliposoma. Tratto da (Lacapere and Papadopoulos, 2003). 
 
La proteina è espressa ampliamente in tutto l’organismo ma è particolarmente 
presente (dalle 20 alle 50 volte in più) nei tessuti in cui vengono sintetizzati gli 
steroidi (Gavish, et al., 1999, Lacapere and Papadopoulos, 2003), e questo è in 
linea con l’importanza che riveste nella sintesi di queste molecole. Nel cervello 
invece la sua espressione è limitata alle cellule ependimali e nella glia (Lacapere 
and Papadopoulos, 2003), mentre nel sistema nervoso periferico si trova espressa 
nelle cellule di Schwann.  
A livello subcellulare, il TSPO è localizzato principalmente nella membrana 
mitocondriale esterna (OMM), specialmente nelle zone dove prende contatto con 
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quella interna (IMM) (Lacapere and Papadopoulos, 2003). Il TSPO è stato trovato 
associato al poro di transizione della permeabilità mitocondriale (MPTP), ma non 
è ancora stato chiarito se tale interazione sia accidentale o se il TSPO faccia parte 
del complesso. Sebbene i ligandi del traslocatore regolino l’MPTP (Kinnally, et al., 
1993), resta da definire se il ruolo assunto dal TSPO sia attivo o passivo. 
Oltre alla localizzazione sulla membrana mitocondriale esterna, il TSPO è stato 
rilevato anche nel compartimento nucleare di cellule umane sia normali che 
cancerose del fegato (Venturini, et al., 1998); successivamente è stata riportata una 
simile distribuzione nucleare e perinucleare in cellule di tumore (Hardwick, et al., 
1999), a seguito della quale è stata proposta una correlazione con la presenza della 
proteina nel nucleo e il ritmo di proliferazione cellulare. Inoltre, il TSPO è presente 
sulla membrana plasmatica e su quella di diversi organelli in molti tipi cellulari 
(Antkiewicz-Michaluk, et al., 1988, Oke, et al., 1992, Olson, et al., 1988). Sebbene 
sia possibile che la diversa localizzazione della proteina sia indice di differenti 
funzioni, ad oggi il significato di tali osservazioni non è stato ancora chiarito. 
 
Il TSPO è in grado di legare diverse molecole, che presentano natura strutturale 
anche molto diversa. Tra queste si possono individuare derivati benzodiazepinici 
(Pedigo, et al., 1981), dell’isochinolina carbossamide (Le Fur, et al., 1983), delle 
pirrolobenzossazepine (Campiani, et al., 1996), della 2-fenil-imidazo[1,2-α] 
piridina (Serra, et al., 1999), della fenossifenil-acetilamide (Culty, et al., 2001), del 
piridazinoindolo (Trapani, et al., 2005) e dell’8-ossidiidrossipurina (Kita, et al., 
2004).  
In aggiunta a questi ligandi ad alta affinità, anche le porfirine dicarbossili legano il 
TSPO e seppure lo facciano con minore affinità, è stato proposto che esse possano 
essere dei ligandi endogeni (Snyder, et al., 1987). Anche il polipeptide DBI è stato 
indicato, così come i suoi prodotti di processamento, come un possibile ligando 
endogeno (Lacapere and Papadopoulos, 2003). Inoltre, più recentemente, il 
colesterolo è stato identificato come un ligando ad alta affinità per la proteina 
(Lacapere and Papadopoulos, 2003), come accennato in precedenza.  
Studi di binding e di espressione hanno dimostrato che la proteina di 18kDa nei 
roditori possiede la capacità di legare sia l’isochinolina carbossamide che le 
benzodiazepine (che però è anche dipendente da una proteina associata al TSPO, 
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VDAC). Tuttavia, sia nell’uomo che nel bovino, seppure la proteina abbia 
caratteristiche di legame simili, la sua affinità è dalle 50 alle 100 volte inferiore a 
quella osservata nei roditori (Farges, et al., 1993, Gavish, et al., 1999). Tali 
discordanze tra le specie possono essere spiegate dalle differenze nella sequenza 
aminoacidica della proteina stessa (Farges, et al., 1993), anche se non è chiaro il 
suo significato da un punto di vista evolutivo. 
 
Il TSPO è il componente fondamentale di un complesso multimerico di circa 140-
200 kDa, illustrato in figura 11, localizzato nella membrana mitocondriale esterna 
e particolarmente arricchito nelle zone di contatto con quella interna (Gavish, et 
al., 1999). Tra le proteine che compongono tale complesso è stato identificato il 
TSPO stesso (Antkiewicz-Michaluk, et al., 1988, Lacapere, et al., 2001), il canale 
anionico voltaggio-dipendente (voltage-dependent anion channel, VDAC) di 32 
kDa che lega le benzodiazepine ed è importante per il legame fra il TSPO e il DBI 
(Garnier, et al., 1994) e il traslocatore del nucleotide adenina (adenine nucleotide 
translocator, ANT) di 30 kDa con funzioni ancora non ben definite (McEnery, et 
al., 1992) e che è accoppiato al TSPO.  
Altre due proteine associate al TSPO sono state identificate in questo complesso, e 
sono PRAX-1 (PBR-associated protein 1) (Galiegue, et al., 1999) e PAP7 (PBR and 
protein kinase A regulatory subunit RIα-associated protein) (Li, et al., 2001a). 
PRAX-1 è localizzata a livello del citoplasma ed è in grado di interagire con TSPO 
entrando nella membrana mitocondriale esterna. Il suo ruolo è ancora incerto ma 
è probabile che il legame con il TSPO serva a modulare l’attività del traslocatore 
(Galiegue, et al., 1999). PAP7 è una proteina associata alla protein-chinasi A (PKA) 
la quale ha la funzione di fosforilare StAR. 
 
Sulla base della sua struttura proteica, precedentemente descritta, sono stati 
ipotizzati 3 maggiori funzioni attribuibili al TSPO:  
1. il legame al colesterolo seguito dal suo trasporto, cruciale nella biosintesi 
degli steroidi e in quella dei sali biliari; 
2. l’importo di proteine, fondamentale nella biogenesi delle membrane; 




Tutti gli altri ruoli attribuibili al TSPO possono essere realizzati, in modo diretto o 




Figura 11: struttura del TSPO ed entrata del colesterolo nel mitocondrio: il colesterolo a livello 
della IMM viene convertito in pregnenolone il quale esce dal mitocondrio e viene metabolizzato. 
Per il significato delle sigle fare riferimento al testo.  
 
1.4.1 TSPO e steroidogenesi 
 
Come precedentemente descritto la biosintesi degli steroidi consiste in una serie di 
reazioni enzimatiche a partire dal precursore comune colesterolo. Il primo 
passaggio enzimatico converte il colesterolo in pregnenolone per opera del 
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citocromo P450scc situato a livello della membrana mitocondriale interna delle 
cellule steroidogeniche. 
E’ stato dimostrato che il TSPO è in grado di legare il colesterolo citoplasmatico 
mediante una sequenza aminoacidica consenso per il colesterolo all’estremità C-
terminale (Li, et al., 2001b) e consentirne la traslocazione nella membrana 
mitocondriale interna (Besman, et al., 1989, Papadopoulos, et al., 1997) (figura 11). 
Si pensa che la StAR possa legare il colesterolo nel citoplasma e facilitarne il 
legame con il TSPO (Bose, et al., 2002a, Bose, et al., 2002b). Una volta trasferito 
all’interno del mitocondrio, il colesterolo incontra l’enzima P450scc e viene così 
convertito in pregnenolone. Questo processo di traslocazione viene stimolato da 
specifici ligandi che hanno un’elevata affinità per il TSPO. DBI, come 
precedentemente accennato, è un ligando endogeno di questa proteina. E’ un 
polipeptide di 11 kDa e studi condotti nel ratto hanno evidenziato che lega in modo 
specifico il TSPO. Sia il DBI che i suoi prodotti proteolitici stimolano la 
steroidogenesi sia in vitro (Lacapere and Papadopoulos, 2003, Papadopoulos, et 
al., 2006) che in vivo (Costa, et al., 1994, Lacapere and Papadopoulos, 2003) 
attraverso la facilitazione del passaggio del colesterolo all’interno del mitocondrio.  
 
1.4.2 Altre funzioni di TSPO 
 
Importo proteico. 
Il ruolo del TSPO nel processamento proteico mitocondriale è stato proposto per la 
prima volta sulla base di studi che indicavano che i ligandi del TSPO erano in 
grado di aumentare il processamento mitocondriale della superossido dismutasi 
(Wright and Reichenbecher, 1999). Tali studi sono stati successivamente 
confermati da osservazioni che indicano la presenza del traslocatore nella 
membrana mitocondriale esterna come necessario per l’ingresso della StAR nel 
mitocondrio (Hauet, et al., 2005), un passaggio cruciale per la regolazione della 
sintesi degli steroidi. 
 
Trasporto delle porfirine e biosintesi dell’eme. 
Le porfirine dicarbossiliche legano il TSPO, il quale è anche coinvolto nel 
metabolismo nei mammiferi dei tetrapirroli (Taketani, et al., 1995). Inoltre, 
  
48 
l’omologo del TSPO dei mammiferi nel Rhodobacter sphaeroides, chiamato 
trasportatore dell’ossigeno sensibile all’arricchimento in triptofano regola la 
formazione del complesso fotosintetico di membrana ed è coinvolto nel trasporto 
degli intermedi delle porfirine (Yeliseev and Kaplan, 2000). 
Una relazione tra il TSPO e la biosintesi dell’eme è stata indicata nell’interferenza 
che il metilmercurio produce sulla biosintesi dell’eme stesso mediata dal TSPO 
(O'Hara, et al., 2002). Nonostante i notevoli passi in avanti nella comprensione 
della struttura e funzione del TSPO, non è ancora stato chiarito in modo preciso 
come il TSPO agisca nel legare e trasferire il colesterolo e i tetrapirroli. 
 
Trasporto ionico. 
Il trasporto del Ca2+ nel citoplasma delle cellule della mucosa gastrica legato al 
TSPO possiede un potenziale effetto protettivo che è legato alla secrezione degli 
ioni Cl-, Ca2+-dipendente (Ostuni, et al., 2004).  
 
Immunomodulazione. 
Il TSPO modula la funzione delle cellule immunocompetenti (Gavish, et al., 1999), 
e la sua espressione è stata legata alla risposta infiammatoria che avviene in 
seguito al danno da ischemia-riperfusione in un modello di autotrapianto nel 
maiale (Faure, et al., 2003), oltre che su modelli murini di infiammazione (Torres, 
et al., 2000). 
 
Respirazione cellulare e coinvolgimento nel processo ossidativo. 
I ligandi del TSPO aumentano il ritmo dello stadio IV della respirazione e 
diminuiscono lo stadio III (Gavish, et al., 1999, Lacapere, et al., 2001, Larcher, et 
al., 1989), producendo una significativa diminuzione del controllo della 
respirazione. I ligandi PK11195 e Ro5-4864 sono anche in grado di alterare il 
consumo dell’ossigeno nelle cellule di neuroblastoma di topo C-1300 e nei 
mitocondri della corteccia cerebrale di ratto (Larcher, et al., 1989). Inoltre, 
l’esposizione di cellule neuronali ai ligandi di TSPO in vitro genera radicali non 
legati all’ossigeno con un processo che probabilmente coinvolge l’MPTP (Larcher, 
et al., 1989). PK11195 modula i cambiamenti mediati dell’ossigeno nell’espressione 
del fattore respiratorio nucleare 1, e blocca le malformazioni oculari durante lo 
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sviluppo embrionale indotti dall’ipossia e dalla 2’-desossiadenosina (Charlap, et 
al., 2003, O'Hara, et al., 2003). Questi risultati indicano il TSPO come un 
potenziale mediatore nei meccanismi di risposta allo stress durante la fase 
embrionale.  
 
1.4.3 TSPO e neuroprotezione 
 
Per studiare le caratteristiche farmacocinetiche del traslocatore e le sue 
implicazioni in processi fisiologici e patologici, sono stati sintetizzati ligandi con 
elevata affinità per il TSPO. Tra questi, il Ro5-4864 è un derivato benzodiazepinico 
che agisce come agonista, mentre il PK11195 è un derivato isochinolinico ed agisce, 
in vivo, come antagonista (Benavides, et al., 1984). Queste due molecole sono state 
utilizzate anche come modulatori dell’attività del TSPO. Ad esempio, in un modello 
di invecchiamento, dove è nota la degenerazione a cui vanno incontro le fibre 
nervose, è stato osservato come il ligando Ro5-4864, modulando l’attività del 
TSPO, sia in grado di migliorare alcuni parametri morfologici delle fibre nervose in 
ratti maschi in età avanzata. Infatti, è stato riscontrato un aumento del numero di 
fibre mielinizzate e una diminuzione della percentuale di fibre con 
decompattazione mielinica a livello del nervo sciatico negli animali trattati col 
ligando rispetto a quelli che non l’hanno ricevuto (Leonelli, et al., 2005). Al 
contrario, un altro ligando, il PK11195, che lega il TSPO in un sito differente 
rispetto al Ro5-4864 (Le Fur, et al., 1983) sul modello dell’invecchiamento risulta 
inefficace (Leonelli, et al., 2005). 
Il TSPO esercita un effetto neuroprotettivo anche attraverso altre sue funzioni 
come la regolazione dei processi ossidativi. Per esempio è stato dimostrato che tale 
proteina può modulare la sensibilità mitocondriale ai ROS, i quali sono una delle 
cause principali degli eventi neurodegenerativi che avvengono con 
l’invecchiamento (Casellas, et al., 2002). 
Inoltre, è stato osservato che nel SNP, dopo lesione alle fibre nervose, l’espressione 
del TSPO aumenta a livello delle cellule di Schwann e dei macrofagi presenti nella 
sede della lesione. La sua espressione torna a livelli basali dopo reinnervazione 
(Lacor, et al., 1999). Il ruolo che il TSPO ha in questo processo di rigenerazione 
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nervosa non è ancora definito; ad esempio potrebbe regolare alcuni processi 
infiammatori che intervengono dopo la lesione (Casellas, et al., 2002). 
Per studiare il ruolo del TSPO in processi di rigenerazione nervosa sono stati 
eseguiti esperimenti su ratti sottoposti a lesione ai gangli dorsali (DRG). Il 
trattamento con il Ro5-4864 provoca un aumento della produzione di 
pregnenolone e progesterone nei DRG con effetto neurotrofico sulle fibre nervose 
in via di rigenerazione (Akwa, et al., 1993, Mills, et al., 2005). La contemporanea 
somministrazione del PK11195 blocca la produzione di steroidi osservata dopo 
trattamento con il Ro5-4864, mentre la sola somministrazione del PK11195 non ha 
alcun effetto (Lacor, et al., 1999). 
Si pensa che il TSPO possa intervenire nella rigenerazione nervosa anche 
attraverso un aumento della disponibilità di ATP, essenziale molecola per 
numerosi processi e quindi implicata anche nella crescita nervosa (D'Ambrosi, et 
al., 2001). Il TSPO è infatti associato al poro di transizione mitocondriale (MPTP) 
che permette la produzione del gradiente elettrochimico necessario per la sintesi di 
ATP. Alcuni studi hanno dimostrato che i ligandi del TSPO possono regolare 
questo gradiente elettrochimico ma la specificità di tali ligandi nel controllo della 
respirazione cellulare non è ancora del tutto definita (Casellas, et al., 2002). 
 
1.5 LIVER X RECEPTORS (LXRs) 
 
I liver X receptors (LXR) sono 2 isoforme di un fattore di trascrizione attivato da 
ligando, membro della superfamiglia dei recettori nucleari. La classica struttura di 
un recettore nucleare si compone da domini funzionalmente distinti: la parte N-
terminale altamente variabile, il dominio di legame al DNA, che contiene 2 zinc 
fingers, ed è coinvolto anche nella dimerizzazione del recettore, la zona di 
collegamento, che conferisce flessibilità al recettore, e la zona C-terminale, che ha 
un ruolo fondamentale nel legame al ligando, nella localizzazione nucleare, nella 
dimerizzazione e nell’interazione con coattivatori e corepressori. Le 2 isoforme 
vengono chiamate LXRα (NR1H3) e LXRβ (NR1H2), e hanno il 78% di omologia 
nella sequenza (Ulven, et al., 2005). Gli LXRs furono identificati per la prima volta 
nel 1994, da due distinti gruppi di ricerca (Apfel, et al., 1994, Song, et al., 1994), e 
furono inizialmente classificati come un unico recettore orfano in quanto i suoi 
  
51 
ligandi naturali non erano ancora noti. Negli anni successivi, però, tali ligandi 
furono identificati in una serie di derivati ossidati del colesterolo, chiamati 
comunemente “ossisteroli”. Il nome LXRs deriva dal fatto che questi recettori sono 
stati identificati a partire da una libreria di cDNA da fegato, che sono altamente 
espressi in questo tessuto e che formano eterodimeri con un altro membro della 
superfamiglia dei recettori nucleari, il retinoid X receptor (RXR – (Willy, et al., 
1995)). Sia LXRα che LXRβ sono ampiamente espressi, con LXRβ ad espressione 
ubiquitaria (Li and Glass, 2004), mentre LXRα è particolarmente espresso in 
fegato, intestino, rene, milza, tessuto adiposo, macrofagi, muscolo e nelle 
ghiandole surrenali (Lu, et al., 2001). In seguito all’attivazione indotta dal ligando, 
entrambe le isoforme formano degli eterodimeri obbligati con il recettore 
dell’acido retinoico (RXR) e regolano l’espressione genica mediante il legame a 
specifiche sequenze geniche dette LXR response elements (LXREs) composte da 2 
sequenze esanucleotidiche separate da 4 basi situate nella regione promotrice dei 
geni target. Il complesso LXR/RXR viene anche chiamato “eterodimero 
permissivo”, in quanto può essere attivato indipendentemente da agonisti sia 
dell’uno che dell’altro recettore. In assenza di ligando, invece, LXR recluta dei 
complessi di corepressori che, al momento dell’attivazione del recettore, vengono 




Figura 12: meccanismo di regolazione della trascrizione mediato da LXR. Si può notare che LXRE 
consiste di 2 sequenze esanucleotidiche separate da 4 basi. 
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I ligandi endogeni più potenti di LXR sono rappresentati dal 22(R)-
idrossicolesterolo, dal 20(S)-idrossicolesterolo (intermedio della steroidogenesi), 
dal 24(S)-idrossicolesterolo (prodotto specialmente nel cervello ed ossisterolo più 
abbondante nel plasma umano) e dal 24(S),25-epossicolesterolo (abbondante nel 
fegato) (Janowski, et al., 1999, Janowski, et al., 1996, Lehmann, et al., 1997).  
Osservazioni più recenti hanno, inoltre, dimostrato che il D-glucosio ed il D-
glucosio-6-fosfato sono agonisti endogeni di LXR dotati di efficacia comparabile a 
quella degli ossisteroli (Mitro, et al., 2007). In aggiunta ai ligandi naturali di LXR, 
sono stati sviluppati anche vari agonisti sintetici utilizzati come tool farmacologici 
per lo studio del recettore. Tra gli agonisti sintetici, il GW3965 ed il T0901317 (la 
cui struttura è rappresentata in figura 13) sono i più usati in quanto i loro valori di 
EC50 sono dell’ordine delle nanomoli. 
Esistono anche degli antagonisti endogeni che, nel contesto fisiologico, 
contribuiscono alla regolazione di LXR. Gli antagonisti più importanti sono: il 
geranilgeranilpirofosfato (intermedio della biosintesi del colesterolo), gli 
ossisteroli-3-solfato (metaboliti steroidei normalmente presenti nel plasma 
umano) ed alcuni acidi grassi polinsaturi. 
 
         
                                                    GW3965                                                       T0901317 
 
Figura 13: strutture chimiche dei ligandi sintetici di LXR, GW3965 e T0901317. 
 
1.5.1 Omeostasi del colesterolo 
 
Per meglio comprendere l’importanza di LXR è necessario elencare i processi in 
cui è coinvolto il colesterolo. Questa molecola lipidica è di fondamentale 
importanza nel nostro organismo, in quanto è un componente essenziale delle 
membrane cellulari e rappresenta il precursore degli acidi biliari, della vitamina D 
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e soprattutto, degli ormoni steroidei. E' presente nei tessuti e nelle lipoproteine 
plasmatiche come colesterolo libero o sotto forma di estere, se combinato con acidi 
grassi a catena lunga. 
L’omoestasi del colesterolo è un processo complesso, ma brevemente i punti chiave 
possono essere così sintetizzati: 
• il colesterolo può essere assunto con la dieta oppure sintetizzato de novo 
nell’organismo a partire dall’acetil-CoA attraverso una complessa via 
metabolica, in cui lo step limitante è catalizzato dalla HMG-CoA reduttasi 
(3-idrossi-3-metilglutaril-Coa reduttasi); 
• nel fegato, la sintesi del colesterolo è in parte regolata dall’ingresso del 
colesterolo proveniente dalla dieta; 
• nei tessuti, il bilancio del colesterolo è regolato dai fattori che ne causano 
l’aumento (sintesi, assorbimento dalle LDL plasmatiche, idrolisi dei 
depositi) e dai fattori che ne causano la perdita (sintesi degli steroidi, 
formazione di esteri, retrotrasporto mediato dalle HDL); 
• l’attività dei recettori delle LDL è regolata negativamente da un alto livello 
intracellulare di colesterolo e positivamente dalla situazione opposta. È 
importante che le concentrazioni del colesterolo rimangano sempre 
all’interno di un range fisiologico, in quanto un’esposizione a concentrazioni 
elevate (specialmente se cronica) risulta tossica. In particolare, livelli elevati 
di LDL sono associati ad aterosclerosi, mentre alti livelli di HDL sono 
associati ad un effetto protettivo; 
• l’eccesso di colesterolo presente nel fegato è secreto nella bile, tuttavia una 
buona parte viene riassorbita del attraverso il ricircolo enteroepatico. 
 
1.5.2 Ruolo biologico di LXRs 
 
Negli ultimi anni numerosi studi si sono concentrati sulla caratterizzazione del 
significato biologico di LXRs ed è ormai stato ampiamente dimostrato che 
svolgono un ruolo chiave nell’omeostasi del colesterolo e in quella dei lipidi e dei 
carboidrati (Edwards, et al., 2002, Schultz, et al., 2000, Wang, et al., 2002). 
Infatti, in seguito all’identificazione dei suoi ligandi endogeni si è potuto osservare 
che gli LXRs funzionano da “sensori degli steroli”. Attraverso la modulazione dei 
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geni responsivi proteggono le cellule dal sovraccarico di colesterolo, stimolandone 
i meccanismi di espulsione ed attivando la sua conversione ad acidi biliari, a livello 
epatico, o ad ormoni steroidei, in altri tessuti (Cummins, et al., 2006). LXR 
controlla infatti un gruppo di geni che codificano enzimi e proteine coinvolti nel 
metabolismo dei lipidi e del colesterolo, quali (Chiang, et al., 2001, Cummins and 
Mangelsdorf, 2006, Cummins, et al., 2006): 
• l’ATP Binding Cassette Trasporter (ABC), isoforme A1, G1, G5 e G8; 
• l’apolipoproteina E (ApoE); 
• la CholEsterylester Transfer Protein; 
• il citocromo P450 7A1 (CYP7A1), meglio noto come colesterolo 7α-
idrossilasi; 
• la sintasi degli acidi grassi; 
• la lipasi lipoproteica; 
• la Sterol Regulatory Element Binding Protein (SREBP) l’isoforma 1c; 
• LXRα (Laffitte, et al., 2001). 
 
Inoltre, è stato recentemente osservato che LXRs sono capaci di modulare in 
maniera diretta anche l’espressione della StAR nella ghiandola surrenale, andando 
quindi a stimolare il primo fondamentale step della steroidogenesi (l’ingresso del 
colesterolo nel mitocondrio) (Cummins and Mangelsdorf, 2006, Cummins, et al., 
2006). 
 
LXRs nel fegato 
La produzione di una linea di topi knock-out (k.o.) di LXRα è stata fondamentale 
per capire il ruolo di questo recettore nell’omeostasi del colesterolo. I topi k.o., 
quando alimentati con una dieta ricca di grassi, sviluppano una severa 
epatomegalia a causa di un eccessivo accumulo di colesterolo, associato ad un 
alterato metabolismo degli acidi biliari (che rappresentano i principali metaboliti 
del colesterolo nel fegato). Infatti, come già anticipato, uno dei geni target 
dell’azione di LXR è CYP7A1, che codifica per la colesterolo-7α-idrossilasi, l’enzima 
coinvolto nello step limitante della conversione del colesterolo in acidi biliari (Peet, 
et al., 1998). Inoltre, tale effetto sembra specifico per LXRα, in quanto LXRβ non è 
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in grado di compensare la mancanza di LXRα, e il topo LXRβ k.o. non esibisce lo 
stesso fenotipo, se alimentato con dieta ricca di colesterolo. 
Successivamente è stato scoperto che, a livello epatico, LXRs controllano SREBP-
1c, un fattore di trascrizione chiave nella sintesi degli acidi grassi (Repa, et al., 
2000c). Quest’ultima evidenza ha fornito la prova del collegamento tra l’apporto di 
colesterolo dalla dieta e la sintesi di trigliceridi (formati da tre acidi grassi a lunga 
catena). Nel fegato il colesterolo viene immagazzinato sotto forma di estere, quindi 
un aumento nella sintesi di trigliceridi potrebbe fornire maggiori substrati per 
l’esterificazione. L’aumento dei trigliceridi, però, rappresenta anche uno dei 
principali effetti collaterali dell’attivazione di LXR: il trattamento con agonisti di 
LXR comporta un forte aumento della trigliceridemia.  
I ligandi di LXRs attivano anche l’espressione ABCG5 e ABCG8, trasportatori del 




Il colesterolo arriva all’intestino attraverso l’assunzione con la dieta e da quello 
presente dalla bile nel duodeno superiore. L’attivazione di LXR nell’intestino causa 
l’up-regolazione dei trasportatori ABCG5, ABCG8 e ABCA1. È stato dimostrato che 
questi trasportatori sono implicati nel limitare l’assorbimento di colesterolo (ed 
altri steroli naturali) della dieta (Costet, et al., 2000, Repa, et al., 2002a, Repa and 
Mangelsdorf, 2002b). 
 
LXR nei macrofagi 
L’accumulo di colesterolo nei tessuti periferici può essere limitato attraverso un 
processo di retro-trasporto, in cui il colesterolo viene trasferito dai tessuti alle HDL 
che lo veicolano al fegato per essere metabolizzato. Questo processo è 
particolarmente importante nei macrofagi circolanti per evitare la formazione di 
“cellule schiuma”, evento precedente l’aterosclerosi. Alcuni dei geni implicati nel 
meccanismo di retro-trasporto sono controllati da LXR e sono, in particolare, 
ABCA1, ABCG1 ed ApoE. I primi due sono dei trasportatori del colesterolo e 
fosfolipidi alle lipoproteine, mentre la secrezione di ApoE facilita l’incorporazione 
del colesterolo nelle HDL (Laffitte, et al., 2001). In un modello sperimentale di 
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aterosclerosi nel topo, il trattamento con agonisti di LXR ha ridotto 
significativamente l’area di lesione della placca aterosclerotica, suggerendo che 
LXR potrebbe rappresentare un target promettente per il trattamento o la 
prevenzione dell’aterosclerosi (Joseph, et al., 2002, Repa and Mangelsdorf, 
2002b). In questo contesto è opportuno ricordare che il diabete rappresenta uno 
dei maggiori fattori di rischio cardiovascolare e che il danno vascolare ricopre un 
ruolo centrale nello sviluppo della neuropatia periferica. 
 
LXR nel tessuto adiposo 
LXR è espresso anche nel tessuto adiposo, dove svolge un’importante funzione 
nella regolazione del metabolismo energetico. Studi condotti su topi privi di LXR, 
sia α che β, infatti, hanno evidenziato la presenza di adipociti piccoli ed incapaci di 
aumentare di dimensioni anche durante l’invecchiamento o se prelevati da animali 
sottoposti ad una dieta ad alto contenuto lipidico (Gerin, et al., 2005, Korach-
Andre, et al.). Inoltre, il trattamento di adipociti, in vitro, con un agonista di LXR 
comporta un aumento dell’uptake di glucosio - probabilmente dovuto all’induzione 
sia di GLUT1 che di GLUT4 (Laffitte, et al., 2003) - della sintesi del glicogeno e del 
rilascio di acidi grassi non esterificati (NEFA), suggerendo un’aumentata lipolisi 
(Ross, et al., 2002). Questi dati sono in linea con quelli ottenuti in vivo (su topo), 
in cui l’attivazione di LXR con il T0901317 (ma non con il GW3965) ha fatto 
registrare aumentate concentrazioni plasmatiche di NEFA e di glicerolo 
(Grefhorst, et al., 2002, Grefhorst, et al., 2005).  
In aggiunta all’effetto sul metabolismo dei lipidi, l’attivazione di LXRs influenza 
anche l’omeostasi del glucosio. In particolare, nel fegato, i loro agonisti riducono 
l’output di glucosio e ne aumentano l’utilizzo tramite l’induzione della glucochinasi 
e la repressione della fosfoenolpiruvato carbossichinasi e della glucosio-6-fosfatasi 
(Miao, et al., 2004). Questi enzimi, infatti, sono in grado di regolare l’utilizzo del 
glucosio catalizzando rispettivamente: 
• il primo step della glicolisi, in cui il glucosio reagisce con l’ATP a formare 
glucosio-6-fosfato (G6P); 
• la conversione dell’ossalacetato in fosfoenolpiruvato, uno step della 
gluconeogenesi; 




1.5.3. LXRs come induttori della steroidogenesi nel surrene 
 
Il surrene è un organo costituito da due ghiandole, ad attività endocrina, poste al 
di sopra dei reni. Il parenchima della ghiandola surrenale è diviso in due regioni 
istologicamente e funzionalmente distinte: una più grande detta corticale o 
corteccia surrenale, deputata alla produzione di ormoni steroidei, ed una più 
piccola detta midollare, che produce specialmente catecolamine. 
 
La regione corticale, a sua volta, è divisa in tre zone: 
1. zona glomerulare: è la zona più esterna e deve il suo nome alla particolare 
organizzazione del tessuto ghiandolare in cordoni cellulari avvolti su se 
stessi a formare strutture arrotondate dette glomeruli. È specializzata nella 
produzione di mineralcorticoidi ed in particolare aldosterone, che viene 
secreto in seguito allo stimolo dell'angiotensina II e della concentrazione 
ematica di potassio ed esplica i sui affetti a livello del tubulo renale; 
2. zona fascicolata: è lo strato intermedio della corteccia surrenale, posto tra la 
zona glomerulare e la zona reticolata. É specializzata nella sintesi dei 
glucocorticoidi, molto importanti per il metabolismo di carboidrati, grassi e 
proteine, ed una piccola quantità di androgeni (DHEA o DHEAS). La zona 
fascicolata si trova sotto il controllo dell’asse ipotalamo-ipofisario, che, in 
risposta a condizioni di stress, rilascia l’ormone adrenocorticotropo 
(ACTH), che fa aumentare l’espressione degli enzimi steroidogenici; 
3. zona reticolata: è la zona più interna ed è formata da cordoni cellulari 
ramificati, tortuosi ed anastomizzanti tra loro. È specializzata nella 
produzione di androgeni, specialmente DHEA e DHEAS. Fisiologicamente, 
nell'organismo maschile hanno scarsa importanza, perché secreti in scarsa 
quantità rispetto a quanto avviene a livello testicolare. Nella donna, invece, 
contribuiscono a regolare il desiderio sessuale, la secrezione sebacea e lo 




1.5.4 LXRs nell’omeostasi del colesterolo nella ghiandola 
surrenale. 
 
La ghiandola surrenale, similmente al fegato, necessita del colesterolo come 
precursore obbligato nella formazione dei suoi metaboliti principali, gli ormoni 
steroidei. Ci sono tre fonti principali di colesterolo per la steroidogenesi: l’idrolisi 
dei depositi di colesterolo esterificato nella cellula, la sintesi de novo e, la più 
importante, la captazione dalle lipoproteine circolanti (HDL).  
In condizioni basali o di riposo, il colesterolo della ghiandola surrenale è 
principalmente immagazzinato come colesterolo estere, o secreto nella circolazione 
sanguigna. In condizioni di stress acuto, invece, prevalgono la captazione dalle 
lipoproteine e la mobilitazione dai depositi intracellulari. Similmente, in 
condizioni di stress cronico, la richiesta di colesterolo può aumentare ma al 
termine della risposta allo stress il sistema deve ritornare alle condizioni basali, 
per evitare effetti tossici. 
La ghiandola surrenale, comunque, come il fegato, è capace di sopportare anche 
gradi flussi di colesterolo grazie all’attivazione di diverse vie metaboliche di 
efflusso, immagazzinamento e metabolismo, molte delle quali controllate da LXR, 
sia α che β (Repa and Mangelsdorf, 2000b).  
Cummins e collaboratori, nel 2006, hanno condotto alcuni studi su topi LXRα-/-, 
LXRβ-/- e LXRα/β-/- evidenziando che: 
• gli animali k.o. pesano il 30-40% in più dei wild type; 
• l’assenza di LXR comporta adrenomegalia ed ipercorticosteronemia: 
l’adrenomegalia è un effetto specifico della deficienza di LXRα, dal 
momento che le ghiandole surrenali dei topi LXRβ-/- sono normali. Il 
livello ematico di corticosterone, invece, risulta raddoppiato negli animali 
doppio knock-out, e nessuna differenza significativa è stata osservata nei 
livelli circolanti di aldosterone, dimostrando un effetto specifico sui 
glucocorticoidi (però non sono stati valutati i livelli di androgeni). Inoltre i 
livelli plasmatici dell’ACTH risultano invariati, dimostrando un’intatta 
funzionalità dell’asse ipotalamo-ipofisario; 
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• l’assenza di LXRα comporta un’eccessiva quantità di esteri del colesterolo a 
livello surrenale. È stato osservato, infatti, un eccessivo numero di vacuoli 
contenenti materiale lipidico; 
• LXR è critico per l’omeostasi del colesterolo in condizioni di stress 
alimentare: se sottoposti ad una dieta ad elevato contenuto lipidico, i topi 
LXRα/β-/-, accumulano più esteri del colesterolo dei topi wild type, senza 
osservare differenze nei livelli di trigliceridi; 
• nei topi LXRα/β-/- trattati con il ligando sintetico T0901317 non si osserva 
l’aumentata espressione dei geni coinvolti nel trasporto e nel metabolismo 
del colesterolo che invece è osservabile negli animali wild type sottoposti 
allo stesso trattamento, fornendo una spiegazione all’accumulo di 
colesterolo e all’adrenomegalia negli animali LXRα/β-/; 
• LXR è in grado di controllare l’espressione dei geni steroidogenici 
indipendentemente dall’azione mediata dall’ACTH. È stata valutata 
l’espressione di StAR, CYP11A1 e 3β-HSD in topi trattati con desametasone, 
un soppressore dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene. Animali wild type e 
quelli privi di LXR non presentano di base significative differenze 
nell’espressione di questi tre geni, mentre in seguito alla somministrazione 
del T0901317 gli animali wild type presentano un’espressione tre volte 
maggiore. 
Questi dati confermano l’importanza cruciale di LXR nel metabolismo del 
colesterolo: la sua molteplice azione è infatti in grado di controllarne il delicato 
equilibrio nel fegato e nella ghiandola surrenalica, sia in condizioni di riposo che in 
condizioni di stress (figura 14). 
Infine, sempre nello studio di Cummins del 2006 è stato dimostrato che LXR 
controlla la trascrizione della StAR anche nella ghiandola surrenalica: nella 
regione promotrice del gene è infatti presente LXRE e specifici test ne hanno 
confermato una diretta interazione con gli eterodimeri LXR/RXR. Inoltre 
l’espressione basale della StAR è diminuita nei topi LXRα/β-/-, spiegando così gli 
elevati livelli basali di corticosterone in questi stessi animali e l’inducibilità del 





Figura 14: ruoli complementari di LXR nel fegato (liver) e nella ghiandola surrenale (adrenal 
gland). Nel fegato LXR controlla l’immagazzinamento del colesterolo attraverso SREBP-1c e ApoE, 
l’efflusso attraverso ABCG5 e ABCG8 ed il metabolismo attraverso CYP7A1. Nella ghiandola 
surrenale ci sono delle vie simili mediate da un set di enzimi o uguali complementari 



































Il diabete mellito, sia di tipo 1 che di tipo 2, nel 60-70% dei casi può provocare una 
neuropatia periferica anche molto debilitante e per la quale attualmente non è 
disponibile alcuna terapia. La causa di tale neuropatia è probabilmente l’elevata e 
persistente iperglicemia, anche se i meccanismi molecolari alla sua base non sono 
stati ancora completamente compresi. 
In un modello sperimentale di neuropatia diabetica, come quella che si sviluppa 
nel ratto dopo la somministrazione di streptozotocina (STZ), il trattamento con 
steroidi neuroattivi ha portato ad un generale miglioramento dei parametri 
comportamentali, funzionali e biochimici alterati dal diabete (Leonelli, Roglio). 
Inoltre, nello stesso modello è stato recentemente dimostrato che i livelli di 
steroidi neuroattivi osservati nel plasma e nel nervo sciatico di questi animali sono 
drammaticamente ridotti (Caruso, et al., 2008, Leonelli, et al., 2007). La 
somministrazione di progesterone e dei suoi derivati (Leonelli, et al., 2007) così 
come quella di testosterone e dei suoi derivati (Roglio, et al., 2007) nel ratto STZ 
ha però fornito dei risultati incoraggianti. Una interessante strategia terapeutica 
potrebbe essere rappresentata dall’utilizzo di molecole in grado di aumentare la 
sintesi di steroidi neuroattivi nel sistema nervoso, così da evitare i numerosi effetti 
collaterali associati ad una terapia ormonale sistemica. 
Lo scopo di questa tesi sarà perciò quello di valutare i possibili effetti 
neuroprotettivi di due differenti approcci farmacologici, volti ad incrementare la 
sintesi steroidea nel nervo periferico del ratto diabetico.  
Nella prima parte del lavoro verrà utilizzato il Ro5-4864, un ligando sintetico della 
proteina traslocatrice di 18 kDa (TSPO). Tale proteina è un fattore chiave nella 
sintesi degli steroidi neuroattivi in quanto è implicata nel passaggio limitante della 
steroidogenesi, il trasporto del colesterolo dal citoplasma all’interno del 
mitocondrio. In diversi modelli in vivo ed in vitro, l’utilizzo di ligandi del TSPO, 
tra cui anche il Ro5-4864, ha mostrato di avere effetti neuroprotettivi (Casellas, et 
al., 2002, D'Ambrosi, et al., 2001, Lacor, et al., 1999, Leonelli, et al., 2005). E’ stato 
anche riportato che la loro somministrazione è in grado di promuovere la 
steroidogenesi nella corteccia surrenale, nella placenta, nei testicoli, nell’ovaio e 
nelle cellule gliali (Brown and Papadopoulos, 2001, Giatzakis and Papadopoulos, 
2004, Lacapere and Papadopoulos, 2003, Papadopoulos, et al., 2001). 
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Nella seconda parte di questa tesi, sarà utilizzato lo stesso modello sperimentale 
per valutare il trattamento con la molecola GW3965, un ligando sintetico del Liver 
X Receptor (LXR). Tale recettore nucleare regola l’omeostasi del colesterolo, 
attraverso la sua azione diretta sull’espressione di numerosi geni implicati, tra le 
altre cose, nella mobilitazione del colesterolo nella cellula. L’attivazione di LXR 
aumenta la steroidogenesi a livello delle ghiandole surrenaliche (Cummins and 
Mangelsdorf, 2006, Cummins, et al., 2006), promuovendo una maggiore 
biodisponibilità del substrato di tutto il processo steroidogenico. 
Ratti maschi STZ saranno quindi mantenuti per due mesi dopo l’insorgenza del 
diabete al fine di permettere l’instaurarsi della neuropatia. Durante il terzo mese, i 
ligandi verranno somministrati sotto cute secondo differenti protocolli. In 
particolare, il Ro5-4864 verrà somministrato 16 (protocollo sperimentale 1) o 4 
volte (protocollo sperimentale 2), mentre il GW3965 verrà somministrato solo 4 
volte. 
Nel corso della sperimentazione verranno effettuati dei test comportamentali e 
funzionali, come il test della piastra calda e la determinazione della velocità di 
conduzione nervosa, per valutare gli effetti neuroprotettivi dei trattamenti. Al 
termine dell’esperimento i tessuti, sangue e nervo sciatico in particolare, saranno 
prelevati per la determinazione dei livelli di steroidi neuroattivi. Inoltre, sono 
previste analisi biochimiche volte a caratterizzare la neuropatia e gli effetti 




















I reagenti usati in queste sperimentazioni sono stati: il 5-Pregnen-3β-ol-20-one 
(PREG), progesterone (PROG), il 5α-pregnano-3,20-dione (DHP), il 3α-idrossi-
5α-pregnen-20-one (THP), il 3β-idrossi-5α-pregnen-20-one (isopregnanolone), il 
testosterone (T), il 5α-androstano-17β-ol-3-one (DHT), il 5α-androstano-3α,17β-
diolo (3α-diolo) e il deidroepiandrosterone (DHEA), acquistati da Sigma-Aldrich 
Italia. Il 2,2,4,6,6–17α,21,21,21-D9-PROG (D9-PROG) acquistato da Medical 
Isotopes; il 2,4,16,16-D4-17β-estradiolo (D4-17β-E) acquistato da CDN Isotopes. Il 
17,21,21,21-D4-PREG (D4-PREG) è stato gentilmente sintetizzato dal Prof. P. 
Ferraboschi (Dipartimento di Chimica Farmaceutica, Biochimica e Biotecnologia, 
Università degli Studi di Milano, Milano, Italia).  
Le cartucce di estrazione in fase solida (SPE) (Discovery DS-C18 500 mg) sono 
state acquistate da Supelco. Tutti i solventi ed i reagenti hanno un grado di purezza 
da HPLC (Sigma-Aldrich).  
Per i trattamenti farmacologici sono stati utilizzati: streptozotocina (Sigma-
Aldrich), Ro5-4864 (Sigma-Aldrich), mentre il GW3965 è stato sintetizzato come 




Gli animali utilizzati in tutte le sperimentazioni qui riportate sono stati ratti 
maschi Sprague Dawley Crl:CD BR (Charles River Italia) di circa 2 mesi di età. 
Questi sono stati mantenuti nello stabulario del Dipartimento di Endocrinologia, 
Fisiopatologia e Biologia Applicata dell’Università di Milano in condizioni di 
temperatura e umidità controllate, esposti a 14 ore di luce (a partire dalle 6:30) e 
10 ore di buio. Gli animali sono stati mantenuti seguendo l’European Union 
Normative (Council Directive 86/609/EEC). 
È stata usata la massima cura per minimizzare la sofferenza degli animali, che 






3.2.1 Induzione del diabete 
 
Il diabete è stato indotto con una singola iniezione intraperitoneale di 
streptozotocina (STZ, 65 mg/kg;) sciolta al momento dell’uso in un tampone 
citrato 0,09 M, pH 4,8. Gli animali controllo sono stati trattati con il solo tampone 
citrato, privo di STZ.  
L’iperglicemia è stata confermata 48 ore dopo l’iniezione di STZ misurando il 
livello di glucosio, proveniente dal sangue prelevato dalla vena caudale, con un 
misuratore di glicemia Glucomen (Menarini, Napoli, Italia) o con il tester 
OneTouch Ultra2 (LifeScan). Soltanto gli animali con una glicemia maggiore di 
300 mg/dl sono stati classificati come diabetici.  
La glicemia è stata misurata anche 2 mesi dopo l’induzione del diabete, prima 
dell’inizio dei trattamenti e alla fine degli esperimenti (3 mesi dopo l’induzione del 
diabete). 
 
3.2.2 Trattamento farmacologico 
 
Per quanto riguarda entrambe le sperimentazioni descritte in questa tesi, i 
trattamenti farmacologici sono stati effettuati tramite iniezioni sottocutanee due 
mesi dopo l’insorgenza del diabete, durante il terzo ed ultimo mese della 
sperimentazione. Entrambi gli esperimenti sono quindi terminati dopo un totale di 
3 mesi di diabete, per una età complessiva degli animali di 5 mesi. Il termine 
dell’esperimento è stato fissato 24 ore dopo l’ultimo trattamento. 
 
Trattamento farmacologico con Ro5-4864. 
La sostanza è stata sciolta in olio di sesamo ad una concentrazione tale per cui la 
dose di 3 mg/kg potesse essere somministrata in un volume finale di 200 µl. Sia i 
ratti controllo normoglicemici, che i ratti diabetici trattati col solo veicolo hanno 
ricevuto negli stessi giorni degli animali STZ Ro5-4864 iniezioni di pari volume di 
olio di sesamo. 
In questo lavoro sono stati seguiti due differenti protocolli sperimentali. 
Protocollo sperimentale 1: gli animali sono stati trattati a giorni alterni per un 
totale di 16 somministrazioni. 
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Protocollo sperimentale 2: gli animali sono stati trattati una volta a settimana per 
un totale di 4 somministrazioni. 
 
Trattamento farmacologico con GW3965. 
La sostanza è stata sciolta in olio di sesamo ad una concentrazione tale per cui la 
dose di 50 mg/kg potesse essere somministrata in un volume finale di 200 µl. Sia i 
ratti controllo normoglicemici, che i ratti diabetici trattati col solo veicolo hanno 
ricevuto negli stessi giorni degli animali STZ GW3965 iniezioni di pari volume di 
olio di sesamo. 
Sulla base dei risultati precedentemente ottenuti, è stato utilizzato un unico 
protocollo sperimentale che prevede una somministrazione settimanale per un 
totale di 4 somministrazioni. 
 
Al termine degli esperimenti, gli animali sono stati sacrificati mediante 
decapitazione e sangue e tessuti sono stati prelevati per le analisi successive. 
In particolare, i nervi sciatici e tibiali sono stati rapidamente rimossi, congelati e 
mantenuti a -80°C fino al loro utilizzo.  
A seguito del trattamento con Ro5-4864, da ciascun animale sono stati anche 
prelevati dei campioni di cute delle zampe posteriori per la determinazione della 
densità delle fibre intraepidermiche come descritto in seguito, e sono stati 
mantenuti in una soluzione di fissaggio a 4°C.  
 
3.3. ANALISI DEGLI STEROIDI NEUROATTIVI 
 
L’ analisi è stata condotta attraverso l’uso accoppiato della cromatografia liquida e 
della spettrometria di massa. 
I campioni sono stati estratti e purificati seguendo la procedura indicata da Caruso 
e collaboratori nel 2008 (Caruso, et al., 2008). Brevemente, ai campioni (100 
mg/tessuto) sono stati aggiunti gli standard di riferimento interni e sono stati 
omogenati in 2 ml di MeOH/acido acetico (99:1, v/v) con un omogenizzatore 
ultrasonico (Bransonic Ultrasonics). Dopo una notte di incubazione a 4°C, i 
campioni sono stati centrifugati a 12000 rpm per 5 minuti ed il pellet è stato 
estratto 2 volte con 1 ml di MeOH/acido acetico (99:1, v/v). La fase organica è 
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stata, quindi, combinata ed asciugata con un leggero flusso di azoto in un bagnetto 
ad acqua a 40°C. I campioni sono stati risospesi con 3 ml di MeOH/H2O (10:90, 
v/v) e fatti passare attraverso una cartuccia SPE, precedentemente attivata con 5 
ml di MeOH e 5 ml di MeOH/H2O (10:90, v/v). Gli steroidi sono stati eluiti in 
MeOH, concentrati e trasferiti in vials prima dell’analisi con cromatografia liquida 
accoppiata a spettrometria di massa.  
L’analisi quantitativa è stata effettuata sulla base di curve di calibrazione estratte 
ed analizzate come i campioni con standard di riferimento interni deuterati.  
Gli esperimenti in modalità ionica positiva a pressione atmosferica (APCI) sono 
stati eseguiti, usando uno spettrometro di massa a trappola ionica lineare (LTQ, 
Thermo Electron) equipaggiato con una pompa per cromatografia liquida 
SURVEYOR Plus e con autocampionatore Plus (Thermo Electron).  
Le fasi mobili utilizzate in cromatografia liquida sono H2O/acido formico 0.1% (A) 
e MeOH/acido formico 0.1% (B). Il gradiente usato (velocità di flusso 0.5 ml/min) 
è come segue: T0,0 70% A, T1,5 70% A, T2,0 55% A, T3,0 55% A, T35,0 36% A, 
T40,0 25% A, T41,0 1% A, T45,0 1% A, T45,2 70% A, T55,0 70% A. La valvola split 
è stata settata in posizione di scarico da 0 – 6.99 min, indirizzata alla sorgente tra 
6.99 – 43.93 min e di nuovo allo scarico tra 43.93–55 min. La colonna Hypersil 
Gold (100 X 3 mm, 3 µm; Thermo Electron) è stata mantenuta a 40°C. È stato 
usato un volume d’iniezione di 25µl e l’ago di iniezione è stato lavato con MeOH/ 
H2O (1/1, v/v). I picchi della LC–MS/MS sono stati analizzati con una workstation 
Dell dotata di software Excalibur 2.0 SR2 (Thermo Electron). 
Lo spettrometro di massa è stato usato in modalità ionica positiva con la sorgente 
APCI usando l’azoto come gas sheath, auxiliary e sweep a velocità di flusso 
rispettivamente di: 23, 8 e 2 (unità arbitrarie). Gli altri parametri della sorgente 
ionica sono stati: temperatura del vaporizzatore 450°C, energia di collisione della 
sorgente ionica (SID) 20 V, temperatura del capillare 275°C.  
Lo spettrometro di massa è stato usato in modalità MS/MS usando l’elio come gas 
di collisione. L’energia relativa di collisione è stata impostata al 35% per il D4-17β-
E e per il 3α-diolo ed al 35% in modalità Wide Band Activation (Thermo Electron) 








3.4 ANALISI FUNZIONALI E BIOCHIMICHE 
 
3.4.1 Velocità di conduzione nervosa 
 
Al termine dei trattamenti, la velocità di conduzione nervosa è stata misurata 
lungo il nervo caudale dell’animale usando il Myto EBNeuro elettromiografo 
(EBNeuro, Firenze, Italia) come descritto da Tredici e collaboratori (Tredici, et al., 
1998). Quest’analisi si esegue ponendo un elettrodo registratore ad anello 
distalmente sulla coda del ratto e 2 elettrodi stimolatori ad anello rispettivamente 
a 5 e 10 cm dal punto di registrazione del segnale. Vengono determinati i tempi di 
latenza dei potenziali, registrati in corrispondenza dei due siti, dopo una 
stimolazione nervosa pari a 8 mA (da picco a picco, la durata dello stimolo è di 100 
ms, la frequenza variabile da 1 Hz a 5 MHz) è stata calcolata la velocità di 
conduzione nervosa. Tutti gli studi neurofisiologici sono stati effettuati in 
condizioni standard in un ambiente a temperatura e umidità controllate, nella 
stanza adiacente a quella di stabulazione degli animali. 
 
3.4.2 Analisi della soglia termica nocicettiva 
 
La soglia nocicettiva al calore radiante in ratti affetti da neuropatia diabetica è 
stata quantificata usando l’hot plate test, o test della piastra calda (Bianchi, et al., 
2004), che prevede la determinazione del tempo di latenza della risposta riflessa di 
allontanamento dell’arto del ratto da una fonte di calore applicata alla superficie 
plantare delle zampe.  
Un cilindro di plexiglas dell’altezza di 40 cm viene posizionato su una piastra calda 
dove la temperatura viene mantenuta a 50±0,2°C. Si misura, quindi, la latenza di 
allontanamento della zampa posteriore, ossia il tempo che intercorre tra il 
momento in cui il ratto è stato posizionato sulla piastra e quello in cui l’animale 
allontana la zampa dalla fonte di calore, la lecca o manifesta altri segni di disturbo 
a causa del calore. E’ stato fissato un cut-off massimo di 45 secondi, oltre il quale il 
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ratto è stato comunque allontanato al fine di evitare un danno alla zampa in 
assenza di risposta. 
Il test è stato effettuato ogni 2 settimane a partire dalla seconda settimana dopo 
l’induzione del diabete e, ogni volta, le misurazioni sono state ripetute 2 volte per 
animale con un intervallo di minimo 30 minuti. 
 
3.4.3 Attività della pompa Na+, K+-ATPasi 
 
Omogenizzazione dei tessuti. 
I nervi tibiali, liberati dalla guaina mielinica, sono stati omogenati utilizzando una 
soluzione contenente saccarosio 0,25 M, EGTA 1,25 mM e Tris 10 mM, a pH 7,5 in 
un potter di vetro. Durante l’omogenizzazione, il potter con il campione è stato 
mantenuto in ghiaccio per evitarne il surriscaldamento. Una volta omogenato, il 
campione è stato trasferito in una p rovetta e conservato a -80°C fino al momento 
dell’analisi. 
Analisi spettrofotometrica. 
La misurazione dell’attività della pompa Na+,K+-ATPasi è stata effettuata 
spettrofotometricamente attraverso un metodo indiretto che ne prevede la 
determinazione come differenza tra l’attività ATPasica totale e della Mg++-ATPasi. 
Quest’ultima è stata determinata inibendo, in maniera specifica, l’attività della 
Na+,K+-ATPasi con l’ouabaina. La determinazione dell’attività è stata eseguita 
secondo il metodo di Scharschmidt (Scharschmidt, et al., 1979) che prevede l’uso 
di ouabaina, ATP (vanadato <10 ppm), fosfoenolpiruvato (PEP), NADH, piruvato 
chinasi (PK) e lattato deidrogenasi (LDH) (Sigma, Italia).  
Per tale analisi è stato dunque necessario un buffer di reazione è costituito da: Tris 
130,9 mM pH 7,4 a 37°C, EGTA 10,5 mM, NaCl 125,6 mM, KCl 13,09 mM e NaN3 
5,24 mM. Il giorno dell’analisi, sono stati aggiunti al buffer di reazione 
nicotinamide adenina-dinucleotide ridotta (nicotinamide adenine dinucleotide 
reduced, NADH) e fosfoenolpiruvato (phosphoenolpyruvate, PEP) in quantità tale 
da averli ad una concentrazione rispettivamente di 0,52 mM e 2,62 mM. Una parte 
di questa soluzione è stata utilizzata tal quale, mentre ad una parte è stata aggiunta 
ouabaina in concentrazione pari a 1,06 mM. E’ stata anche preparata una soluzione 
di MgCl2 200 mM per sciogliere l’adenosina tri-fosfato (ATP). A tali soluzioni sono 
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stati poi aggiunti gli enzimi piruvato chinasi (pyruvate kinase, PK) e lattato 
deidrogenasi (lactic dehydrogenase, LDH). 
Al fine dell’analisi, sono state utilizzate delle cuvette di quarzo riempite del buffer 
contenente o meno ouabaina e incubate per 3 minuti a 37°C all’interno dello 
spettrofotometro (Eppendorf, Italia). Per l’inizio della reazione sono stati aggiunti 
20 µl del complesso enzimatico PK-LDH, 10 µl del campione precedentemente 
scongelato e 25 µl di ATP. Si è proceduto all’agitazione mediante rapida inversione. 
Le reazioni che avvengono sono le seguenti:  
 
ATP                                  ADP + Pi 
 
ADP + PEP                                  PIRUVATO + ATP 
 
PIRUVATO + NADH + H+                                LATTATO + NAD+ 
Somma delle reazioni: 
PEP + NADH + H+                                LATTATO + NAD+ + Pi 
 
La reazione di ossidazione del NADH è stata monitorata per 12 minuti e misurata 
spettrofotometricamente a 340 nm. L’attività della Mg++-ATPasi, misurata in 
presenza di ouabaina (3mM finale), è stata espressa come attività specifica (µmoli 
Pi/h/mg proteina). L’attività della Na+,K+-ATPasi è stata calcolata per sottrazione 
dell’attività rilevata in presenza di ouabaina da quella misurata in assenza. 
Tutti i valori sono stati espressi come la media±S.E.M. dell’attività specifica di 
almeno due determinazioni. La quantità di proteina è stata determinata mediante 
il metodo di Lowry usando l’albumina di siero bovino come standard (Lowry, et al., 
1951). 
 
3.4.4 Valutazione della densità delle fibre intraepidermiche 
 
Nella sperimentazione con il Ro5-4864, il danno ai nervi periferici è stato valutato 
anche mediante un esame patologico delle fibre intraepidermiche delle zampe 
posteriori. La parte inferiore delle zampe posteriori dei ratti è stata prelevata al 
momento della morte. Dopo aver separato dalle ossa del metatarso la porzione 






sezioni di circa 3 mm di diametro: queste sono state immediatamente fissate in 
una soluzione di paraformaldeide e lisina periodato al 2% per 24h a 4°C, crio-
protette tutta la notte e successivamente tagliate con un criostato in modo tale da 
ottenere sezioni dello spessore di circa 20 µm. Due sezioni di ogni porzione 
plantare sono state selezionate e immunomarcate con un anticorpo policlonale 
anti-PGP 9.5 (protein gene product; Biogenesis, Poole, UK) prodotto nel coniglio, 
usando un protocollo di libero galleggiamento (Lauria, et al., 2005). Due 
osservatori in cieco, hanno contato indipendentemente il numero totale delle fibre 
intraepidermiche (IENF) positive al PGP 9.5 in ogni sezione, utilizzando un 
microscopio ad alta definizione, con l’ausilio di una video-camera montata sopra di 
esso. Sono state contate solo le fibre localizzate a cavallo del derma e 
dell’epidermide, mentre sono state escluse le diramazioni secondarie all’interno 
dell’epidermide. La lunghezza delle fibre è stata misurata usando un sistema 
computerizzato (Microscienze Inc., Seattle, WA, USA), ottenendo così la densità 
lineare delle IENF (IENF/mm). 
 
3.4.5 Valutazione di parametri biochimici nel sangue. 
 
Le analisi dei livelli di trigliceridi e degli acidi grassi non esterificati (NEFA) sono 
state eseguite mediante l’utilizzo di kit diagnostici. In particolare per il livello di 
trigliceridi è stato utilizzato il kit Trigliceridi della Sentinel Diagnostic, mentre per 
l’analisi dei NEFA è stato utilizzato un kit Wako.  
 
3.5 ANALISI DELL' ESPRESSIONE GENICA 
 
Le analisi di espressione genica nelle diverse parti di questo lavoro sono state 
effettuate attraverso l’utilizzo di differenti sistemi. A seguito del trattamento dei 
ratti diabetici con Ro5-4864, l’espressione genica di P0 e PMP22 è stata effettuata 
tramite saggio di protezione dall’RNasi, (RNase Protection Assay, RPA). 
Successivamente, per l’analisi dell’espressione genica effettuata a seguito del 
trattamento con GW3965, è stato utilizzato un sistema di Real Time PCR. La 
dissezione del nervo sciatico è stata operata nello stesso modo in entrambi gli 
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esperimenti, ma il processamento successivo è stato scelto in dipendenza del 
metodo analitico finale. 
3.5.1 RNase Protection Assay. 
 
Estrazione di RNA totale dal nervo sciatico. 
Tale estrazione è stata effettuata con il metodo del fenolo cloroformio descritto da 
Chomczynski e Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 1987). In particolare, il tessuto è 
stato omogenato in una soluzione contenente guanidina:β-mercaptoetanolo 
(1ml:7,2µl) attraverso un metodo meccanico (politron - AKI WORKS). Ad ogni 
campione è stato aggiunto sodio acetato 2M pH 4, fenolo acido e successivamente 
una soluzione di cloroformio e acido isoamilico (in rapporto 24:1). Dopo una 
centrifugazione (20 minuti a 13000 rpm) che permette la formazione di una fase 
organica ed una acquosa, è stata prelevata la fase acquosa sovrastante contenente 
RNA, successivamente conservata in isopropanolo a –20° C per almeno una notte. 
Quantizzazione dell’RNA  
I campioni in isopropanolo sono stati centrifugati e il pellet, dopo un ulteriore 
lavaggio in etanolo 70%, è stato essiccato e risospeso in acqua sterile apirogena. La 
quantificazione è stata ottenuta misurando l’assorbanza a 260 nm allo 
spettrofotometro. Da tale misurazione sono state preparate delle aliquote di RNA 
(sodio acetato 3M pH 5.2, tRNA, H2O e etanolo) conservate a –20°C fino 
all’utilizzo della stessa per effettuare l’analisi dei trascritti di interesse. 
RPA  
E’ stata preparata, in vitro, una sonda di RNA marcata con 32P, complementare 
(antisenso) all’mRNA di interesse (cRNA). Le aliquote di RNA precedentemente 
preparate e conservate a –20°C, sono state sottoposte a centrifugazione in modo 
da formare un pellet, che dopo essiccazione in campana a vuoto, è stato risospeso 
in una soluzione di ibridazione contenente 0,5 M PIPES a pH 6.4, 0,5 M EDTA a 
pH 8.4, sodio acetato a pH 6.4, 80% formamide, H2O e 50000 cpm per ogni sonda 
di cRNA marcata con 32P (P0, PMP22 e 18S). I campioni sono stati denaturati a 
85°C per 10 minuti e lasciati per una notte a 45°C, per poter permettere 
l’ibridazione delle sonde con gli mRNA endogeni. Terminata l’ibridazione, i 
campioni sono stati diluiti con un tampone di digestione, contenente NaCl 5 M, 
Tris HCl 1 M pH 7.4, EDTA 0,5 M pH 7.5 e una miscela di RNAsi 1:400 rispetto 
alla soluzione stock (1 µg/µl RNAsi A e 20 µg/µl di RNAsi T1); tale digestione è 
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stata condotta a temperatura ambiente per 30 minuti. Per bloccare tale processo, 
ai campioni è stata aggiunta una soluzione 1:2 di proteinasi K e di SDS al 10% e 
incubati a 37°C per 15 minuti. Gli ibridi 32Pc-RNA-RNA sono stati purificati 
attraverso diversi passaggi utilizzando fenolo basico e cloroformio. Gli ibridi, così 
purificati, sono stati precipitati con etanolo 100% freddo e tRNA 1 ora in ghiaccio 
secco e, al termine, centrifugati. Il pellet ottenuto è stato successivamente 
essiccato, risospeso in un colorante contenente formamide, EDTA 0,5 M pH 8, 
H2O, blu di bromo fenolo, cianolo xilene, e incubato per 10 minuti a 90°C. Al 
termine i campioni sono stati caricati su un gel denaturante al 5% di poliacrilamide 
(urea 60,06 M, acrilamide 40%, TBE 10X, H2O free), a cui è stata applicata una 
corrente elettrica di 75-80 Watt ed un voltaggio che non superi i 2000 Volt. Una 
volta terminata la separazione elettroforetica, il gel è stato trasferito su carta, 
essiccato ed esposto a pellicola fotografica (Kodak Scientific Imaging film Ready-
pack, Sigma) per evidenziare i frammenti protetti mediante esposizione 
autoradiografica. 
Analisi delle lastre autoradiografiche 
Per calcolare i livelli di mRNA ottenuti è stata misurata l’intensità delle bande 
utilizzando un programma di analisi densitometrica (NHI Image J 1.60); le bande 
da analizzare sono state scelte su lastre con tempi di esposizione differenti, in 
modo che le loro intensità rientrassero in un intervallo di linearità. I valori ottenuti 
sono stati poi normalizzati rapportandoli a quelli relativi allo standard interno, il 
segnale del rRNA codificante per la subunità ribosomiale 18S. 
 
3.5.2 Real-time PCR 
 
L’RNA è stato preparato usando il kit Nucleospin RNA II (Macherey-Nagel) ed 
analizzato da uno strumento TaqMan qRT-PCR (CFX 384 real time system, Bio-
Rad Laboratories) usando il kit iScript one-step RT-PCR per le sonde. I campioni 
sono stati caricati in triplo in piastre da 384 pozzetti con un normalizzatore interno 





3.6 ANALISI STATISTICA 
 
I dati quantitativi ottenuti sono stati analizzati con metodi statistici che potessero 
adattarsi ai protocolli sperimentali ed alla natura dei dati stessi. Quindi, dopo 
averne verificato la normalità con il test di Kolmogorov-Smirnov, i dati sono stati 
analizzati con lo Student’s T-test non appaiato, in caso di coppie di parametri 
indipendenti, o con ANOVA ad una via seguito dal post-test Tukey-Kramer, in caso 
di esperimenti con più di due variabili. Una p≤0,5 indica che il parametro 
osservato è statisticamente significativo. Tutte le analisi statistiche sono state 


















4.1. EFFETTI NEUROPROTETTIVI DI UN 
LIGANDO DEL TRASLOCATORE DA 18kDa 





Nella prima parte di questa tesi si è voluto indagare l’effetto di un ligando sintetico 
del traslocatore di 18kDa, la molecola Ro5-4864, in un modello di neuropatia 
periferica diabetica nel ratto. A tale scopo è stato utilizzato un modello animale già 
in uso nel laboratorio, il ratto reso diabetico attraverso singola iniezione di 
streptozotocina (STZ), sul quale erano stati condotti esperimenti precedenti con la 
somministrazione diretta di steroidi neuroattivi. 
Nel corso della sperimentazione è stato applicato un protocollo sperimentale 
precedentemente utilizzato nella valutazione degli effetti neuroprotettivi degli 
steroidi neuroattivi nella neuropatia periferica (Leonelli, et al., 2007, Roglio, et al., 
2008). Gli animali hanno perciò ricevuto 16 trattamenti di Ro5-4864 sotto cute e a 
giorni alterni (protocollo sperimentale 1). I risultati ottenuti con questo protocollo 
sperimentale sono stati confrontati con un diverso paradigma in cui era stata 
diminuita la frequenza delle somministrazioni. In questo secondo caso, gli animali 
hanno ricevuto il ligando una volta a settimana per un totale di quattro 
somministrazioni (protocollo sperimentale 2). 
Come riportato in tabella 1, i ratti diabetici presentano una maggiore quantità di 
glucosio nel sangue alla fine dell’esperimento, e, come atteso, un minore aumento 
ponderale rispetto ai ratti di controllo non diabetici. 
In entrambi i protocolli sperimentali, il trattamento con il R05-4864 non ha 
modificato significativamente il peso corporeo e la glicemia dei ratti STZ quando 








Tabella 1: Peso corporeo e livello di glucosio nel sangue di ratti controllo, STZ e 




I dati sono espressi come la media±S.E.M. (il numero di animali usati in ciascun gruppo è indicato 
in parentesi). Come analisi statistica è stata eseguita l’ANOVA ad una via seguita dal post-test di 
Tukey-Kramer; *** p<0,001 vs controllo.  
 
Come è stato recentemente dimostrato con analisi di cromatografia liquida 
accoppiata a spettrometria di massa (LC-MS/MS), nel nervo periferico del ratto 
STZ si osserva una generale diminuzione dei livelli di steroidi neuroattivi (Caruso, 
et al., 2008, Pesaresi, et al., 2010). Si è perciò voluto verificare se il trattamento 
con il R05-4864 fosse in grado di aumentare i livelli di steroidi neuroattivi nel 
nervo sciatico del ratto diabetico.  
Come mostrato in tabella 2, a seguito del protocollo sperimentale 1, il ligando del 
TSPO non è in grado di modificare i livelli di steroidi neuroattivi presenti nel nervo 
sciatico.  
Al contrario, applicando il protocollo sperimentale 2, il R05-4864 si è rivelato in 






Tabella 2: Analisi dei livelli degli steroidi neuroattivi attraverso LC-MS/MS nel 
nervo sciatico di ratti controllo, STZ e STZ trattati con Ro5-4864 a seguito del 




I dati sono espressi come pg/mg tessuto e sono espressi come la media±S.E.M. (il numero di 
animali usati in ciascun gruppo è indicato in parentesi). Il limite di quantificazione (LOQ) per il 
THP è 0,1 pg/mg di tessuto. Come analisi statistica è stato eseguito un T-test di Student non 
appaiato, # p<0,05 vs diabetico trattato col veicolo, ### p<0,001 vs diabetico trattato col veicolo. 
 
I livelli dei metaboliti del PROG, come DHP, THP e isopregnanolone, non sono 
stati modificati dal trattamento. Il quadro si presenta diverso nel caso di 
testosterone e derivati. Infatti i livelli di T e 3α diolo hanno mostrato solo una 
tendenza all’aumento, che però non ha raggiunto la significatività statistica; al 
contrario i livelli di DHT sono significativamente aumentati dal trattamento con il 
R05-4864.  
Applicando il protocollo sperimentale 2, il trattamento con il ligando del TSPO è 
stato anche in grado di aumentare i livelli plasmatici di PROG (diabetico (n=7) 
0.09±0.009 pg/µl vs. i trattati con R05-4864 (n=7) 0.17±0.03 pg/µl; p<0.05) e di 
T (diabetico (n=7) 0.68±0.21 pg/µl vs. i trattati con R05-4864 (n=7) 3.17±1.15 
pg/µl; p<0.05).  
In accordo con quanto osservato sui livelli di steroidi neuroattivi, utilizzando il 
protocollo sperimentale 1, il trattamento con il R05-4864 non si è rivelato efficace 
neppure su due parametri funzionali e comportamentali, quali la velocità di 
conduzione nervosa (figura 15, pannello A) e la sensibilità nocicettiva termica 
















































Figura 15: A seguito del protocollo sperimentale 1, il trattamento con Ro5-4864 non è in grado di 
innalzare la ridotta NCV (pannello A) e di migliorare l’alterata risposta al calore nei ratti diabetici 
(pannello B). La NCV della coda, espressa in m/sec, e la soglia di sensibilità termica, espressa come 
latenza nella risposta in secondi, sono stati valutati alla fine dell’esperimento nel gruppo controllo 
(C) e nel ratto diabetico trattato col solo veicolo (V) o con Ro5-4864. I dati sono stati espressi come 
media±S.E.M. (il numero di animali usati in ciascun gruppo è indicato in parentesi). Come analisi 
statistica è stata eseguita l’ANOVA ad una via seguita dal post-test di Tukey-Kramer; *** p<0,001 
vs controllo. 
 
Anche da un punto di vista biochimico tale trattamento si è rivelato inefficiente, in 
quanto non si osservano miglioramenti nell’espressione di P0 e PMP22 (figura 16, 
pannello A, B e C). 
Al contrario, utilizzando il protocollo sperimentale 2, è stato osservato che il 
trattamento col ligando del TSPO è in grado di esercitare effetti neuroprotettivi a 


































































































































Figura 16: A seguito del protocollo sperimentale 1, il trattamento con Ro5-4864 non è in grado di 
innalzare la ridotta espressione del messaggero di P0 e PMP22 osservata nel nervo sciatico dei ratti 
maschi STZ. Pannello A): blot rappresentativo di un RNase Protection Assay. Pannello B): livelli di 
espressione genica (mRNA) di P0 e PMP22 (Pannello C) alla fine dell’esperimento nel gruppo 
controllo (C) e nel ratto diabetico trattato col solo veicolo (V) o con Ro5-4864. I dati sono stati 
espressi come percentuale rispetto al livello nel ratto diabetico trattato col solo veicolo. Gli 
istogrammi rappresentano la media±S.E.M. dopo normalizzazione con l’rRNA del 18s (il numero di 
animali usati in ciascun gruppo è indicato in parentesi). Come analisi statistica è stata eseguita 
l’ANOVA ad una via seguita dal post-test di Tukey-Kramer; * p<0,05 vs controllo, ** p<0,01 vs 
controllo. 
 
La figura 17, pannello A mostra che il trattamento con il R05-4864 è stato in grado 
di revertire la diminuzione della NCV indotta dal diabete. I dati riportati in figura 
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17, pannello B mostrano inoltre che il diabete ha provocato un aumento nella 
soglia di sensibilità termica e che il trattamento con il R05-4864 con il protocollo 
sperimentale 2 è stato in grado di migliorare questo parametro parzialmente ma 

















































Figura 17: A seguito del protocollo sperimentale 2, il trattamento con Ro5-4864 è in grado di 
innalzare parzialmente la ridotta NCV (pannello A) e di migliorare significativamente l’alterata 
risposta al calore nei ratti diabetici (pannello B). La NCV della coda, espressa in m/sec, e la soglia di 
sensibilità termica, espressa come latenza nella risposta in secondi, sono stati valutati alla fine 
dell’esperimento nel gruppo controllo (C) e nel ratto diabetico trattato col solo veicolo (V) o con 
Ro5-4864. I dati sono stati espressi come media±S.E.M. (il numero di animali usati in ciascun 
gruppo è indicato in parentesi). Come analisi statistica è stata eseguita l’ANOVA ad una via seguita 
dal post-test di Tukey-Kramer; * p<0,05 vs controllo, ** p<0,01 vs controllo, ### p<0,001 vs 
diabetico trattato col veicolo. 
 
Il diabete inoltre ha provocato una diminuzione nell’espressione delle proteine 
della mielina, in particolare di P0 e PMP22 (figura 18, pannello A, B e C), così 
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come precedentemente osservato con il protocollo 1. Al contrario però di quella 
frequenza di somministrazione, il trattamento con il R05-4864 con il protocollo 





































































































































Figura 18: A seguito del protocollo sperimentale 2, il trattamento con Ro5-4864 è in grado di 
innalzare parzialmente la ridotta espressione del messaggero di P0 osservata nel nervo sciatico dei 
ratti maschi STZ. Pannello A): blot rappresentativo di un RNase Protection Assay. Pannello B): 
livelli di espressione genica (mRNA) di P0 e PMP22 (Pannello C) alla fine dell’esperimento nel 
gruppo controllo (C) e nel ratto diabetico trattato col solo veicolo (V) o con Ro5-4864. I dati sono 
stati espressi come percentuale rispetto al livello nel ratto diabetico trattato col solo veicolo. Gli 
istogrammi rappresentano la media±S.E.M. dopo normalizzazione con l’rRNA del 18s (il numero di 
animali usati in ciascun gruppo è indicato in parentesi). Come analisi statistica è stata eseguita 
l’ANOVA ad una via seguita dal post-test di Tukey-Kramer; * p<0,05 vs controllo, # p<0,05 vs 




Al contrario i livelli di espressione genica della PMP22 mostrano una tendenza 
all’aumento, che però non è raggiunge la significatività statistica (figura 18, 
pannello A e C). 
In figura 19 è mostrato l’andamento dell’attività della pompa Na+,K+-ATPasi nel 
nervo tibiale. E’ possibile osservare che il diabete provoca una diminuzione 
dell’attività di questa pompa, e che il trattamento con il R05-4864 utilizzando 













































Figura 19: Il trattamento con Ro5-4864 reverte la diminuzione nell’attività della pompa Na+,K+-
ATPasi osservata nei ratti diabetici. L’attività dell’enzima è stata misurata alla fine dell’esperimento 
nel gruppo controllo (C) e nel ratto diabetico trattato col solo veicolo (V) o con Ro5-4864 secondo il 
protocollo sperimentale 2. I dati sono espressi come µmol*Pi/h per mg proteina e sono la 
media±S.E.M. (il numero di animali usati in ciascun gruppo è indicato in parentesi). Come analisi 
statistica è stata eseguita l’ANOVA ad una via seguita dal post-test di Tukey-Kramer; * p<0,05 vs 




L’analisi delle biopsie di cute conferma gli effetti neuroprotettivi esercitati dal 
R05-4864 dal punto di vista neuropatologico. Infatti, come mostrato in figura 20, 
il diabete provoca una diminuzione nell’ordine del 50% della densità delle fibre 
intraepidemiche (IENF) e che il trattamento con il ligando del TSPO è in grado di 































Figura 20: Il trattamento con Ro5-4864 ristabilisce l’innervazione cutanea fortemente diminuita 
a seguito dell’insorgenza del diabete. Le microfotografie rappresentano dell’immunoistochimica in 
campo chiaro utilizzando un anticorpo contro PGP 9,5 in sezioni sottili (20 µm) delle zampe 
posteriori del gruppo controllo (pannello A), del ratto diabetico trattato col solo veicolo (pannello 
B) e del ratto diabetico trattato con Ro5-4864 (pannello C), utilizzando il protocollo sperimentale 2. 
Le frecce indicano le fibre intraepidermiche (IENF), le teste di freccia indicano i fasci di nervi del 
derma. Nella neuropatia diabetica il plesso nervoso del derma è meno presente e i fasci mostrano 
una minore immunoreattività che riflette la degenerazione assonale. Il pannello D mostra la 
quantificazione della densità lineare delle IENF (IENF/mm). I dati sono espressi come la 
media±S.E.M. (il numero di animali usati in ciascun gruppo è indicato in parentesi). Come analisi 
statistica è stata eseguita l’ANOVA ad una via seguita dal post-test di Tukey-Kramer; * p<0,05 vs 
controllo (C), # p<0,05 vs diabetico trattato col veicolo (V). 
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I risultati qui proposti sono stati materiale di pubblicazione in Giatti e 




I risultati ottenuti precedentemente dalla nostra unità di ricerca avevano suggerito 
che gli steroidi neuroattivi, come il progesterone, testosterone e i loro derivati, 
potevano essere proposti come promettenti molecole in grado di migliorare molti 
parametri molecolari e funzionali che risultano alterati nella neuropatia diabetica 
(Leonelli, et al., 2007, Roglio, et al., 2008). I risultati presentati nella prima parte 
di questa tesi mostrano che l’attivazione del TSPO, con il suo ligando Ro5-4864, è 
in grado di aumentare i livelli di PREG (il primo steroide sintetizzato a partire dal 
colesterolo), di PROG e di un metabolita del T, il DHT, direttamente nel nervo 
sciatico del ratto reso diabetico con iniezione di streptozotocina. L’osservazione 
che i ligandi del TSPO fossero in grado di aumentare la steroidogenesi, era già 
stata precedentemente evidenziata in diversi tessuti, non nervosi, quali le 
ghiandole surrenali, placenta, testicolo, ovaie e cellule gliali (Brown and 
Papadopoulos, 2001, Giatzakis and Papadopoulos, 2004, Lacapere and 
Papadopoulos, 2003, Papadopoulos, et al., 2001). Infatti i ligandi di questo 
recettore promuovono la traslocazione del colesterolo dalla membrana 
mitocondriale esterna a quella interna, permettendo la conversione del colesterolo 
in PREG. Come precedentemente menzionato, le cellule di Schwann esprimono il 
TSPO (Schumacher, et al., 2007) e il trattamento con il Ro5-4864 aumenta i livelli 
di PREG nel nervo sciatico del ratto (Lacor, et al., 1999). Precedenti osservazioni 
ottenute nel nostro laboratorio, mostrano che i livelli di PREG sono diminuiti 
significativamente nel nervo sciatico dei ratti STZ (Pesaresi, et al., 2009). Una 
possibile spiegazione per l’osservata diminuzione dei livelli di PREG potrebbe 
essere attribuita ad un’alterazione nel trasporto del colesterolo nella membrana 
mitocondriale interna (causando così una mancanza di substrato) oppure ad una 
ridotta espressione dell’enzima P450scc (il diretto responsabile della conversione 
del colesterolo in PREG). E’ interessante sottolineare che i dati qui riportati 
mostrano che tale alterazione è reversibile. Infatti, a seguito della 
somministrazione del ligando del TSPO, non solo i livelli di PREG sono aumentati 
ma anche quelli del PROG, un suo diretto metabolita. Tale aumento potrebbe 
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essere dovuto ad un incremento del substrato stesso direttamente nel nervo 
sciatico. E’ comunque importante ricordare che i livelli di uno steroide determinati 
nel nervo periferico non sono solo ascrivibili ad una sintesi in situ ma potrebbero 
essere anche il risultato di una captazione degli steroidi prodotti dalla periferia. 
Infatti è noto che il PROG prodotto dai tessuti periferici è largamente captato dal 
sistema nervoso (Billiar, et al., 1975). Recentemente è stato dimostrato che i livelli 
di PROG nel plasma di ratti maschi diabetici sono significativamente diminuiti 
(Leonelli, et al., 2007, Pesaresi, et al., 2009) ed è interessante notare che anche nel 
plasma il trattamento con il Ro5-4864 è in grado di aumentare leggermente ma 
significativamente, il livello di questo steroide neuroattivo. E’ perciò possibile 
ipotizzare che l’aumento dei livelli di PROG nel nervo sciatico del ratto STZ sia 
dovuto, almeno in parte, alla sua captazione dal torrente ematico. Oltre 
all’aumento dei livelli di PROG, anche il DHT registra nel nervo sciatico dei ratti 
diabetici un leggero ma significativo aumento dei suoi livelli dopo le 
somministrazione del ligando del TSPO. Tale aumento non sembra essere legato in 
modo diretto ad un incremento in situ del suo precursore. Infatti, i livelli di T nel 
nervo sciatico mostrano solamente una tendenza all’aumento che però non 
raggiunge la significatività statistica. In ogni caso, il trattamento con il Ro5-4864 è 
in grado di aumentare i livelli plasmatici di testosterone, per cui un contributo 
dovuto alla captazione dalla periferia non è da escludere. 
I dati qui riportati indicano che l’osservato aumento dei livelli di steroidi 
neuroattivi è avvenuto solo dopo aver ridotto la frequenza delle somministrazioni. 
Come precedentemente menzionato, il primo approccio sperimentale era stato 
scelto in base a nostre precedenti osservazioni che indicavano come tale protocollo 
fosse efficace nel ratto STZ per la somministrazione degli steroidi neuroattivi 
(Leonelli, et al., 2007, Roglio, et al., 2008). Inaspettatamente il protocollo 
sperimentale 1 si è rivelato non efficace nell’indurre cambiamenti nei livelli di 
steroidi neuroattivi. In accordo con queste osservazioni, anche studi effettuati da 
altre unità di ricerca mostravano che il trattamento cronico con il Ro5-4864 
(somministrazione giornaliera per un totale di 21 giorni) fosse inefficace 
nell’aumentare i livelli plasmatici di PROG (Weizman, et al., 1997). Inoltre, 
osservazioni preliminari ottenute dalla nostra unità di ricerca, avevano indicato 
che un trattamento acuto con il Ro5-4864 fosse in grado di aumentare il livello di 
PREG e PROG nel nervo sciatico del ratto STZ (dati non mostrati). A questo 
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proposito occorre sottolineare che i dati presenti in letteratura, che riportano 
aumenti nei livelli di steroidi neuroattivi, sono stati ottenuti per la massima parte 
in vitro o dopo esposizione acuta (Brown and Papadopoulos, 2001, Giatzakis and 
Papadopoulos, 2004, Lacapere and Papadopoulos, 2003, Lacor, et al., 1996, 
Papadopoulos, et al., 2001). Pertanto è stato ipotizzato che un’alta frequenza di 
somministrazioni potesse desensibilizzare il TSPO e conseguentemente portare 
all’inefficacia nella stimolazione della sintesi degli steroidi neuroattivi. Infatti, 
come viene dimostrato dai risultati ottenuti col protocollo sperimentale 2, nel 
quale la frequenza di somministrazione è stata ridotta ad una volta a settimana, è 
stato ottenuto un aumento dei livelli di steroidi neuroattivi nel nervo sciatico. In 
accordo con l’efficacia del protocollo sperimentale 2 sui livelli di steroidi 
neuroattivi, il trattamento con il Ro5-4864 è stato in grado di esercitare degli 
effetti neuroprotettivi sui ratti diabetici solo a seguito di questo protocollo 
sperimentale. Infatti, tale tipologia di somministrazione si è rivelata efficace nel 
contrastare l’alterazione della velocità di conduzione nervosa e della soglia 
nocicettiva termica, di ripristinare l’innervazione delle fibre nella cute e i livelli di 
messaggero della P0, e di migliorare l’attività della pompa Na+,K+-ATPasi. Gli 
effetti ottenuti in questo studio sono simili a quelli osservati nello stesso modello 
sperimentale a seguito del trattamento con PROG, T o coi loro metaboliti (Leonelli, 
et al., 2007, Roglio, et al., 2008). Per questo motivo si potrebbe ipotizzare che il 
Ro5-4864 eserciti i suoi effetti neuroprotettivi nel ratto diabetico mediante un 
aumento dei livelli di questi steroidi direttamente nel nervo sciatico. E’ però anche 
opportuno ricordare che la proteina TSPO regola diversi meccanismi cellulari, 
come la proliferazione (Alho, et al., 1994), l’immunomodulazione (Zavala, 1997), 
l’apoptosi (Hirsch, et al., 1998) e i processi ossidativi (Casellas, et al., 2002, Floyd, 
1999). In particolare, il TSPO è in grado di modulare la sensibilità mitocondriale 
alle specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Casellas, et al., 2002, Floyd, 1999). E’ stato 
ipotizzato che in numerosi eventi neurodegenerativi, come anche nella neuropatia 
diabetica, la degenerazione mitocondriale, così come i ROS, svolgano un ruolo 
chiave (Leinninger, et al., 2006, Leinninger, et al., 2006, Moreira, et al., 2007, 
Russell, et al., 2008, Vincent, et al., 2002, Yorek, et al., 2002). Sulla base di queste 
considerazioni non è possibile escludere un coinvolgimento di qualcuno dei 
meccanismi sopra citati nell’effetto neuroprotettivo ottenuto a seguito del 
trattamento con il Ro5-4864 nei ratti diabetici. 
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Gli effetti neuroprotettivi esercitati dal TSPO sui nervi periferici erano già stati 
osservati utilizzando altri modelli sperimentali. Ad esempio, l’espressione del 
traslocatore aumenta dopo danno da congelamento al nervo e ritorna ai livelli del 
controllo al termine del fenomeno rigenerativo (Lacor, et al., 1996), il che permette 
di supporre che l’induzione dell’espressione di questo recettore sia implicato nella 
risposta neuronale come tentativo di contrastare l'evento neurodegenerativo. 
Inoltre, il Ro5-4864 è in grado di esercitare degli effetti neuroprotettivi sul nervo 
sciatico di ratti maschi in età avanzata, attraverso l’aumento del numero totale di 
fibre e diminuendo la percentuale di quelle in cui si osserva decompattazione 
(Leonelli, et al., 2005). Simili alterazioni si osservano anche nei neuroni delle 
radici dei gangli dorsali dopo danno al nervo periferico (Mills, et al., 2008, Mills, et 
al., 2005) e i ligandi del TSPO, come il Ro5-4864 e l’SSR180575 aumentano la 
sopravvivenza dei neuroni motori e migliorano la rigenerazione del nervo 
periferico (Ferzaz, et al., 2002, Mills, et al., 2008, Mills, et al., 2005). Da ultimo, è 
stato recentemente dimostrato che l’etifoxine, un farmaco ansiolitico in grado di 
legarsi al TSPO e di aumentare i livelli degli steroidi neuroattivi, è in grado di 
migliorare la rigenerazione del nervo periferico e di permettere il recupero della 
funzione locomotoria, sensoriale e della coordinazione motoria in un modello di 
danno a seguito di congelamento del nervo (Girard, et al., 2008). 
In conclusione i risultati riportati in questa prima parte della tesi indicano che 
l’attivazione del TSPO possa rappresentare una interessante strategia terapeutica 
per contrastare i danni indotti dal diabete a livello del sistema nervoso periferico. 
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4.2. L’ATTIVAZIONE DEL LIVER X RECEPTOR 
AUMENTA I LIVELLI DI STEROIDI NEURO-
ATTIVI E PROTEGGE DALLA NEUROPATIA 




Nella seconda parte di questa tesi, utilizzando il modello sperimentale 
precedentemente descritto si è voluto indagare se l’attivazione del Liver X 
Receptor nel nervo sciatico potesse riflettersi in un incremento di steroidi 
neuroattivi e di conseguenza avere un potenziale effetto neuroprotettivo. Infatti 
così come per il TSPO, anche per l’LXR esistono evidenze che ne indicano un certo 
coinvolgimento durante la steroidogenesi, ma per quanto riguarda LXR tali 
evidenze erano limitate alle ghiandole surrenali. In questo studio si è voluto quindi 
verificare se l’utilizzo di un ligando sintetico di LXR, la molecola di origine non 
steroidea GW3965, fosse in grado di esercitare degli effetti neuroprotettivi nella 
neuropatia periferica diabetica.  
Per poter studiare il potenziale ruolo di LXRs nella neuropatia diabetica, è stato 
ritenuto necessario, prima di tutto verificare che le sue due isoforme fossero 
presenti nel nervo periferico, come ad esempio nel nervo sciatico di ratto e se tali 
livelli fossero influenzati dal diabete. Come da noi osservato in figura 21, sia LXRα 
che LXRβ sono entrambi espressi nel nervo sciatico del ratto e i livelli dei loro RNA 
messaggeri non sono variati dall’induzione del diabete. Delle due isoforme, LXRβ è 
risultata essere la forma più abbondante in questo nervo periferico del ratto. 
Inoltre, l’espressione sia di LXRα che di LXRβ è sostanzialmente minore che nel 
fegato, che rappresenta il tessuto con la maggiore attività di LXR.  
Il passo successivo è stato quello di verificare se i livelli di LXR presenti nel nervo 
sciatico avessero un significato funzionale. A questo scopo è stata misurata 
l’espressione di alcuni geni target dell’attivazione di LXR dopo somministrazione 







































































































Figura 21: LXRα e LXRβ sono espressi nel nervo sciatico e i loro livelli non sono variati tra 
controllo e ratto STZ. Pannello A) livelli di espressione di LXRα; pannello B) livelli di espressione di 
LXRβ. Il livello dei messaggeri di questi due geni, analizzato alla fine dell’esperimento nel gruppo 
controllo (C) o nel ratto diabetico trattato col solo veicolo (V), non è alterato dal diabete e presenta 
livelli minori che nel fegato. Gli istogrammi rappresentano l’espressione dell’mRNA dei geni 
indicati normalizzata per quella del gene housekeeping 36B4. I dati sono espressi come la 
media±S.E.M. (il numero di animali usati in ciascun gruppo è indicato in parentesi).  
 
Tale molecola è stata somministrata ai ratti STZ tramite iniezione sotto cutanea 
una volta a settimana per un mese, per un totale di quattro somministrazioni, due 
mesi dopo l’accertata insorgenza del diabete. E’ stata quindi valutata l’espressione 
di due noti geni target di LXR coinvolti nell’efflusso del colesterolo dalla cellula, in 
particolare di ABCA1 e ABCG1. Come è possibile osservare in figura 22, i livelli dei 
messaggeri di questi due geni non sono stati modificati dal diabete nel nervo 
sciatico, ma vengono significativamente innalzati a seguito della somministrazione 
del GW3965 (figura 22), indicando che la molecola ha raggiunto il compartimento 
periferico del sistema nervoso e che gli LXRs presenti nel nervo sciatico sono 




































































































Figura 22: L’attivazione di LXR a seguito del trattamento col ligando sintetico GW3965 produce 
un aumento dei livelli di espressione genica di ABCA1 e ABCG1, due classici geni target di LXR 
coinvolti nell’efflusso di colesterolo nel nervo sciatico. Pannello A) espressione di ABCA1 e ABCG1 
(pannello B). Questi dati indicano che il ligando raggiunge il nervo sciatico e che gli LXRs sono 
attivati. Il livello dei messaggeri di questi due geni, analizzato alla fine dell’esperimento nel gruppo 
controllo (C), nel ratto diabetico trattato col solo veicolo (V) o con GW3965, non è cambiato dal 
diabete mentre viene innalzato fortemente a seguito del trattamento con GW3965. Gli istogrammi 
rappresentano l’espressione dell’mRNA dei geni indicati normalizzata per quella del gene 
housekeeping 36B4. I dati sono espressi come la media±S.E.M. (il numero di animali usati in 
ciascun gruppo è indicato in parentesi). Come analisi statistica è stata eseguita l’ANOVA ad una via 
seguita dal post-test di Tukey-Kramer; * p<0,05 vs controllo *** p<0,001 vs controllo, # p<0,05 vs 
diabetico trattato col veicolo, ### p<0,001 vs diabetico trattato col veicolo. 
 
Al contrario, il trattamento con il GW3965 non ha modificato l’espressione di due 
fattori chiave nella regolazione della sintesi del colesterolo, la HMGCoA reduttasi e 
SREBP-2 (figura 23), indicando che nè il diabete nè il trattamento con il ligando di 






























































































Figura 23: L’espressione di due importanti geni coinvolti nella sintesi del colesterolo non è variata 
dal diabete e/o dal trattamento con GW3965. Pannello A) Livelli d’espressione di HMGCoA 
reduttasi e SREBP-2 (pannello B). Il livello dei messaggeri di questi due geni, è stato analizzato alla 
fine dell’esperimento nel gruppo controllo (C), nel ratto diabetico trattato col solo veicolo (V) o con 
GW3965. Gli istogrammi rappresentano l’espressione dell’mRNA dei geni indicati normalizzata per 
quella del gene housekeeping 36B4. I dati sono espressi come la media±S.E.M. (il numero di 
animali usati in ciascun gruppo è indicato in parentesi). 
 
Come precedentemente riportato, i livelli di steroidi neuroattivi determinati con 
LC-MS/MS sono diminuiti nel nervo sciatico dei ratti diabetici. In particolare, nei 
nervi periferici dei ratti STZ, la somministrazione di streptozotocina è in grado di 
ridurre in modo statisticamente significativo i livelli di PREG, PROG, DHP, 
isopregnanolone, T e dei suoi derivati, DHT e del 3α diolo, come mostrato in 
tabella 3. La somministrazione del ligando di LXRs ha permesso di revertire la 





Tabella 3: Analisi dei livelli degli steroidi neuroattivi attraverso LC-MS/MS nel 




I dati sono espressi come pg/mg tessuto e sono espressi come la media±S.E.M. (il numero di 
animali usati in ciascun gruppo è indicato in parentesi). Come analisi statistica è stata eseguita 
l’ANOVA seguita dal post-test di Tukey-Kramer; * p<0,05 vs controllo, *** p<0,001 vs controllo, # 
p<0,05 vs diabetico trattato col veicolo, ### p<0,001 vs diabetico trattato col veicolo. 
 
E’ interessante notare che anche i livelli degli steroidi neuroattivi nel plasma sono 
ridotti a seguito dell’insorgenza del diabete, ma che il trattamento con il GW3965 
non esercita nessun effetto su di essi (tabella 4). 
 
Tabella 4: Analisi dei livelli degli steroidi neuroattivi attraverso LC-MS/MS nel 




I dati sono espressi come pg/µl di plasma e sono espressi come la media±S.E.M. (il numero di 
animali usati in ciascun gruppo è indicato in parentesi). Come analisi statistica è stata eseguita 




Al fine di verificare se l’aumento dei livelli di steroidi neuroattivi a seguito della 
somministrazione del ligando di LXRs fosse dovuto ad una modulazione degli 
enzimi implicati nella steroidogenesi, sono stati valutati i livelli di espressione 
genica di alcuni di questi fattori. Infatti, quando comparati con i controlli 
normoglicemici, i ratti diabetici hanno mostrato significative differenze 
nell’espressione di diverse proteine implicate nella steroidogenesi e nel 
metabolismo degli steroidi neuroattivi. In particolare, la riduzione osservata nei 
ratti STZ dei livelli di PREG, correla con la diminuzione nell’espressione genica di 
StAR, TSPO e P450scc (figura 24, pannello A, B e C).  
Le prime due proteine, come precedentemente descritto, sono infatti implicate nel 
trasporto del colesterolo dal citoplasma alla membrana interna del mitocondrio, 
dove risiede l’enzima P450scc che converte il colesterolo in PREG. Anche i ridotti 
livelli di DHP e DHT osservati nei nervi dei ratti STZ sono in accordo con la 
diminuzione dell’espressione genica dell’enzima deputato alla loro conversione dai 







































































































































































































Figura 24: L’attivazione di LXR operata dal trattamento con GW3965 nel nervo sciatico di ratti 
diabetici riporta al livello del controllo l’espressione di StAR, P450scc e 5α-R, ma non influenza 
quella di TSPO. Pannello A) Espressione genica di StAR, TSPO (pannello B), P450scc (pannello C) e 
5αR (pannello D) nel nervo sciatico. Gli mRNA sono stati analizzati alla fine dell’esperimento nel 
gruppo controllo (C), nel ratto diabetico trattato col solo veicolo (V) o con GW3965. Gli istogrammi 
rappresentano l’espressione dell’mRNA dei geni indicati normalizzata per quella del gene 
housekeeping 36B4. I dati sono espressi come la media±S.E.M. (il numero di animali usati in 
ciascun gruppo è indicato in parentesi). Come analisi statistica è stata eseguita l’ANOVA seguita dal 
post-test di Tukey-Kramer; * p<0,05 vs controllo *** p<0,001 vs controllo # p<0,05 vs diabetico 
trattato col veicolo, ### p<0,001 vs diabetico trattato col veicolo. 
 
Il trattamento degli animali diabetici con il GW3965 è risultata in grado di 
riportare i livelli di mRNA di STaR, P450scc e di 5αR ai livelli del controllo non 
diabetico, mentre non ha esercitato alcun effetto sull’espressione di TSPO (figura 
24). 
Dal momento che l’attivazione di LXRs nel nervo sciatico dei ratti diabetici ha 
riportato gli steroidi neuroattivi a livelli simili al controllo, è stato ritenuto 
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interessante valutare se questo aumento, mediato da LXR, potesse essere associato 
ad effetti neuroprotettivi. 
In tabella 5 sono riportati i livelli di glicemia degli animali dopo 3 mesi di diabete. 
Come atteso, i ratti STZ presentavano un livello di glucosio ematico più elevato 
rispetto ai ratti controllo non diabetici, mentre i livelli di trigliceridi e di acidi 
grassi non esterificati circolanti nel plasma non sono stati modificati 
dall’insorgenza della patologia. La somministrazione per un mese dell’attivatore di 
LXRs non ha modificato questi parametri, suggerendo che il ripristino dei livelli di 
steroidi neuroattivi non è correlato con una riduzione del livello di glicemia nel 
sangue.  
 





I dati sono espressi come la media±S.E.M. (il numero di animali usati in ciascun gruppo è indicato 
in parentesi). Come analisi statistica è stata eseguita l’ANOVA seguita dal post-test di Tukey-
Kramer; * p<0,05 vs controllo, *** p<0,001 vs controllo. NEFA, acidi grassi non esterificati. 
 
La somministrazione del GW3965 è tuttavia stato in grado di esercitare 
significativi effetti neuroprotettivi, come indicato dai parametri funzionali e 
biochimici presi in considerazione. Infatti, il trattamento col ligando di LXRs ha 
ridotto l’aumento registrato nella latenza di risposta allo stimolo del calore, 





























































































Figura 25: I paramentri funzionali e biochmici alterati dal diabete vengono migliorati a seguito 
del trattamento con GW3965. Pannello A) Sensibilità termica, velocità di conduzione nervosa 
(pannello B) e attività dell’enzima Na+,K+-ATPasi (pannello C) misurate alla fine dell’esperimento 
nel gruppo controllo (C), nel ratto diabetico trattato col solo veicolo (V) o con GW3965. I dati sono 
espressi come latenza nella risposta in secondi, per determinare la soglia di sensibilità termica, 
come m/sec per l’NCV e come µmol*Pi/h per mg di proteina per l’attività dell’enzima Na+,K+-
ATPasi. Gli istogrammi rappresentano la media±S.E.M. (il numero di animali usati in ciascun 
gruppo è indicato in parentesi). Come analisi statistica è stata eseguita l’ANOVA seguita dal post-
test di Tukey-Kramer; * p<0,05 vs controllo, *** p<0,001 vs controllo, # p<0,05 vs diabetico 
trattato col veicolo, ### p<0,001 vs diabetico trattato col veicolo. 
 
In aggiunta alla diminuzione della soglia di percezione del calore osservata nei 
diabetici, anche la velocità di conduzione nervosa antidromica misurata nella coda 
del ratto è diminuita dal diabete, ma è stata innalzata a seguito del trattameno con 
il GW3965 (figura 25). Inoltre, l’attività della pompa Na+,K+-ATPasi, che risulta 
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dimezzata nel nervo tibiale dei ratti STZ, è stata quasi totalmente ristabilita dopo 
somministrazione del ligando di LXRs, come mostrato in figura 25. 
A differenza degli effetti neuroprotettivi esercitati dall’attivazione di LXR, il 
trattamento con il GW3965 non è in grado di contrastare significativamente il calo 
osservato nel nervo sciatico dei ratti STZ nei livelli d’espressione genica delle 





























































































































































































Figura 26: Il diabete produce una diminuzione dei livelli di espressione delle proteine della 
mielina e il trattamento con GW3965 non è in grado di modificare tale parametro. Espressione 
genica delle proteine della mielina nel nervo sciatico. Pannello A) P0, pannello B) PMP22, pannello 
C) MAL e pannello D) MAG. Gli istogrammi rappresentano l’espressione dell’mRNA dei geni 
indicati normalizzata per quella del gene housekeeping 36B4. I dati sono espressi come la 
media±S.E.M. (il numero di animali usati in ciascun gruppo è indicato in parentesi). Come analisi 
statistica è stata eseguita l’ANOVA seguita dal post-test di Tukey-Kramer; * p<0,05 vs controllo, *** 
p<0,001 vs controllo. 
 
Infatti, l’espressione di P0, PMP22, MAL (proteina linfocitaria associata alla 
mielina) e MAG (glicoproteina associata alla mielina,), è diminuita dalla comparsa 
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del diabete, seppure una tendenza all’incremento, che però non raggiunge la 
significatività statistica, è stata osservata nel caso di P0 e PMP22 (figura 26, 
pannello A e B). 
 
I risultati qui proposti sono stati materiale di pubblicazione in Cermenati e 




Gli steroidi neuroattivi si sono rivelati in grado di esercitare degli effetti 
neuroprotettivi in un modello di neuropatia diabetica (Leonelli, et al., 2007). In 
questa seconda parte della tesi vengono riportati simili risultati ottenuti attraverso 
la somministrazione di un attivatore sintetico del recettore nucleare LXR. I bassi 
livelli di PREG (il primo steroide che si forma a partire dal colesterolo) che si 
misurano nel nervo sciatico di ratti STZ (Pesaresi, et al., 2010) vengono innalzati a 
seguito della somministrazione del ligando di LXR. L’attivazione di questo 
recettore produce un aumento della steroidogenesi nella ghiandola surrenalica, 
dove direttamente regola l’espresione di StAR, una importante proteina implicata 
nei primi passaggi del processo steroidogenico (Cummins, et al., 2006). In accordo 
con questi risultati, è stato osservato che nel nervo periferico, e in particolare nel 
nervo sciatico, l’attivazione di LXR in un contesto di diabete riporta ai livelli del 
controllo l’espressione genica di StAR. Inoltre, è stato osservato che il livello del 
messaggero di P450scc, cioè dell’enzima che converte il colesterolo in PREG, è 
stato completamente revertito dopo la somministrazione del ligando di LXR, il 
GW3965. Al contrario, l’espressione di TSPO non è stata influenzata dal 
trattamento col ligando, e se sia necessaria una stimolazione simultanea sia di 
TSPO che di StAR per attivare la steroidogenesi è ancora oggetto di dibattito 
(Bogan, et al., 2007, Rone, et al., 2009). Nello studio qui presentato, la 
normalizzazione dei livelli di espressione di StAR e di P450scc, può essere 
sufficiente per spiegare gli aumentati livelli di PREG misurati nel nervo sciatico dei 
ratti STZ. E’ stato possibile osservare anche un ripristino dei livelli di PROG e del 
suo metabolita DHP, così come quello di un metabolita del T, il 3α diolo, nel nervo 
sciatico dei ratti diabetici trattati con il ligando di LXR. Almeno per quanto 
riguarda il PROG e il DHP, il loro aumento può essere dovuto ad una maggiore 
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espressione dell’enzima che converte l’uno nell’altro, la 5α reduttasi. E’ 
interessante sottolineare che il trattamento con il GW3965 non aumenta i livelli 
plasmatici di PREG, PROG, DHP e 3α diolo, indicando che l’attivazione di LXR 
provoca un aumento dei livelli degli steroidi neuroattivi nel nervo periferico in 
modo specifico, senza coinvolgere la produzione steroidea della periferia. Tale 
osservazione è molto importante, in quanto un aumento della steroidogenesi 
direttamente nel sistema nervoso e non nel plasma può evitare i probabili effetti 
endocrini associati alle molecole steroidee.  
Dal momento che l’attivazione di LXR provoca un innalzamento dei bassi livelli di 
steroidi neuroattivi nel nervo sciatico dei ratti diabetici, sono stati condotti degli 
esperimenti per valutare se a tale aumento fossero associati altri effetti 
neuroprotettivi sul sistema nervoso periferico. Il trattamento con il GW3965 
migliora la ridotta velocità di conduzione nervosa osservata nei ratti STZ, così 
come permette un recupero della sensibilità termica e dell’attività dell’enzima 
Na+,K+-ATPasi, alterati nello stato diabetico. 
Tali risultati sono in accordo con precedenti osservazioni nello stesso modello 
animale, a seguito della somministrazione di PROG, T o dei loro metaboliti 
(Leonelli, et al., 2007, Roglio, et al., 2008). E’ quindi ipotizzabile che l’attivazione 
di LXR eserciti i suoi effetti neuroprotettivi sul nervo periferico attraverso 
l’incremento dei livelli di PREG, PROG, DHP e 3α diolo. In questo contesto è 
opportuno ricordare che gli effetti mediati da questi steroidi neuroattivi possono 
passare attraverso l’attivazione di recettori per gli steroidi sia classici che non 
classici; in particolare, PROG e DHP legano il recettore del progesterone, mentre 
3α diolo è un ligando del recettore GABAA e del recettore degli estrogeni 
(Melcangi, et al., 2008). Per questo motivo, un’azione degli steroidi attraverso 
questi recettori nell’esercitare gli effetti neuroprotettivi osservati non è da 
escludere. 
L’attivazione di LXR potrebbe influenzare i livelli di steroidi neuroattivi attraverso 
la sua abilità di regolare la trascrizione dei geni coinvolti nell’omeostasi del 
colesterolo. In questo studio, l’espressione della HMGCoA reduttasi e di SREBP-2, 
due fondamentali regolatori nella sintesi del colesterolo, non presentano variazioni 
nei tre gruppi sperimentali considerati, suggerendo che l’aumento dei livelli degli 
steroidi neuroattivi nel nervo sciatico dei ratti diabetici a seguito dell’attivazione di 
LXR non è dovuta ad un incremento nella sintesi del colesterolo. Per questo 
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motivo, l’ipotesi qui proposta è che i benefici osservati a seguito dell’attivazione di 
LXR siano dovuti ad una maggiore utilizzazione del colesterolo, similmente a 
quanto avviene nel caso della ghiandola surrenalica come precedentemente 
riportato (Cummins, et al., 2006). A supporto di questa ipotesi, nel modello 
sperimentale di ratto STZ, a seguito del trattamento con il GW3965 è stato 
osservato nel nervo sciatico un aumento dell’espressione dei geni coinvolti 
nell’efflusso di colesterolo, come ABCA1 e ABCG1. Questi geni sono due targets 
diretti di LXR e la loro induzione promuove un efflusso di colesterolo che dovrebbe 
mantenere il livello di colesterolo libero entro i limiti di sicurezza per la cellula. 
 
 
In conclusione, come mostrato in figura 27, nella seconda parte di questa tesi è 
stato dimostrato che l’attivazione di LXR, in un contesto di diabete che provoca 
neuropatia periferica, porta a benefici effetti neuroprotettivi, in particolare 
attraverso una promozione della steroidogenesi, un’aumentata disponibilità del 
colesterolo e quindi ad un incremento locale dei livelli di steroidi neuroattivi. 
Questi effetti sono associati alla neuroprotezione contro la neuropatia periferica 
indotta dal diabete. I dati qui riportati estendono le azioni neuroprotettive 
esercitate da LXR osservate finora in diversi modelli di danno nervoso, come nel 
danno ischemico al cervello, nella malattia di Alzheimer e in quella di Niemann-
Pick (Cheng, et al., Morales, et al., 2008, Repa, et al., 2007, Sironi, et al., 2008, 
Zelcer, et al., 2007). 
 
Da ultimo, alla luce dei risultati qui presentati, è possibile proporre per la prima 
volta che l’attivazione di LXR potrebbe rappresentare un promettente strumento 












































Figura 27: Modello proposto di attivazione di LXRs nella neuropatia diabetica. L’ingresso del 
colesterolo nel mitocondrio è compiuto dalla proteina StAR, un trasportatore che regola il 
trasferimento del colesterolo dalla membrana mitocondriale esterna a quella interna. Qui, il 
colesterolo diventa substrato per l’enzima P450scc che lo converte in pregnenolone, 
rappresentando il primo passaggio enzimatico della steroidogenesi. Pannello A) In una condizione 
di diabete, è stata osservata una marcata riduzione della sintesi degli steroidi neuroattivi nel nervo 
sciatico dovuto ad una diminuzione nell’espressione di StAR, P450scc e 5α reduttasi (5αR). 
Pannello B) Il trattamento di ratti diabetici con un attivatore sintetico di LXR, GW3965, è in grado 
di ripristinare l’espressione degli enzimi della steroidogenesi, e i livelli degli steroidi neuroattivi, 
alterati dalla neuropatia diabetica. Inoltre, l’attivazione di LXR produce un aumento 
dell’espressione dei geni coinvolti nell’efflusso di colesterolo, come ABCA1 e ABCG1. In 
conclusione, l’attivazione degli LXRs promuove l’utilizzazione del colesterolo e protegge in ultima 


















In questa tesi sono stati valutati gli effetti neuroprotettivi di 2 molecole sintetiche, 
il Ro5-4864 e il GW3965, rispettivamente un ligando della proteina traslocatrice di 
18 kDa (TSPO) e del Liver X Receptor (LXR), in un modello di neuropatia 
periferica diabetica, il ratto indotto con streptozotocina (STZ). 
In particolare, nella prima parte della tesi sono stati descritti e discussi i risultati 
ottenuti dopo la somministrazione del ligando del TSPO, Ro5-4864, a seguito di 
due differenti protocolli sperimentali. Nel primo protocollo sono stati effettuati 16 
trattamenti durante il terzo ed ultimo mese di diabete. Tale frequenza si era 
rivelata neuroprotettiva nello stesso modello dopo trattamento con steroidi 
neuroattivi, quali progesterone (PROG) e derivati (Leonelli, et al., 2007) e 
testesterone (T) e derivati (Roglio, et al., 2007). Le analisi effettuate a seguito dei 
16 trattamenti hanno mostrato che i livelli di steroidi neuroattivi, diminuiti dal 
diabete nel nervo sciatico dei ratti STZ, non sono stati incrementati dal 
trattamento con il Ro5-4864. A tale mancato recupero dei livelli di steroidi 
neuroattivi, è associata l’assenza di effetti neuroprotettivi osservati sulla velocità di 
conduzione nervosa, sulla sensibilità termica e sull’espressione genica delle 
proteine della mielina. Tali parametri risultano diminuiti dal diabete e i risultati 
ottenuti dopo il trattamento mostrano che non sono statisticamente diversi dal 
ratto diabetico. Alla luce dei dati ottenuti è stata ipotizzata una desensitizzazione 
del TSPO ed è stato perciò deciso di ripetere l’esperimento diminuendo il numero 
di somministrazioni. 
Perciò, nello stesso modello di ratto STZ, è stato utilizzato il protocollo 
sperimentale 2 in cui il Ro5-4864 è stato somministrato una volta alla settimana, 
per un totale di 4 trattamenti, durante l’ultimo mese della sperimentazione. Al 
contrario di quanto osservato dopo le 16 somministrazioni, i 4 trattamenti con 
Ro5-4864 hanno aumentato i bassi livelli di steroidi neuroattivi determinati nel 
nervo sciatico dei ratti STZ. I livelli di PROG e di T sono risultati aumentati anche 
nel plasma, diversamente da quanto osservato con il protocollo 1, dove, sempre 
nello stesso tessuto, non sono state determinate differenze tra il diabetico e il ratto 
STZ trattato con il ligando del TSPO. L’incremento dei livelli di steroidi neuroattivi 
determinato nel nervo sciatico con il protocollo sperimentale 2 è associato ad un 
effetto neuroprotettivo osservato nei parametri alterati dal diabete. Infatti, la 
velocità di conduzione nervosa e l’espressione genica della glicoproteina zero della 
mielina (P0) sono state aumentate in conseguenza della somministrazione con il 
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Ro5-4864, la sensibilità termica ha subito un significativo miglioramento e 
l’attività della pompa Na+,K+-ATPasi è ritornata al livello del controllo. Da ultimo, 
anche la densità delle fibre intraepidermiche della cute delle zampe dei ratti, 
diminuita dalla neuropatia, è stata incrementata dal trattamento con il ligando del 
TSPO seguendo il protocollo sperimentale 2. L’utilizzo del Ro5-4864 è stato quindi 
in grado di esercitare degli effetti neuroprotettivi nel modello di ratto STZ, 
probabilmente attraverso l’incremento dei livelli di steroidi neuroattivi che sono 
diminuiti nella neuropatia periferica. Infatti sono principalmente i livelli dei primi 
steroidi prodotti nel processo biosintetico, e cioè pregnenolone (PREG) e PROG, 
ad essere maggiormente incrementati. Il meccanismo d’azione grazie al quale la 
somministrazione del Ro5-4864 si è rivelata neuroprotettiva, potrebbe essere 
quello di un aumentato ingresso del colesterolo nel mitocondrio, che rappresenta 
la tappa limitante della steroidogenesi. 
Un differente approccio, ma sempre volto ad incrementare la sintesi degli steroidi 
neuroattivi, potrebbe essere quello di rendere più disponibile il colesterolo libero 
nella cellula, aumentandone l’efflusso, ma non la nuova sintesi, che potrebbe 
risultare dannosa. Per valutare questa ipotesi è stato scelto il GW3965, un ligando 
sintetico di LXR. E’ noto infatti che l’attivazione di LXR porta all’incremento 
dell’espressione genica di proteine implicate nell’omeostasi del colesterolo, ed in 
particolare nel suo efflusso (Chiang, et al., 2001, Cummins and Mangelsdorf, 2006, 
Cummins, et al., 2006). Inoltre è stato recentemente dimostrato che l’attivazione 
di LXR aumenta la steroidogenesi nelle ghiandole surrenaliche (Cummins, et al., 
2006), ed è stato ipotizzato che questa possa passare attraverso l’induzione 
dell’espressione di StAR. 
Nella seconda parte di questa tesi sono stati perciò valutati gli effetti 
neuroprotettivi associati alla somministrazione del GW3965 nel modello 
sperimentale di ratto diabetico. Ratti maschi STZ sono stati quindi trattati durante 
il terzo mese dall’insorgenza del diabete, con il ligando di LXR sotto cute per un 
totale di 4 volte, sulla base degli effetti neuroprotettivi del trattamento con Ro5-
4864 ottenuti nello stesso modello con questo protocollo sperimentale.  
I dati riportati in questa tesi dimostrano, per la prima volta, che LXRα e LXRβ, le 
due isoforme del recettore, sono presenti nel nervo sciatico di ratto e che la loro 
espressione non è alterata del diabete. E’ stato anche osservato che le due isoforme 
sono in grado di indurre l’espressione dei loro classici geni target dopo 
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somministrazione del GW3965, a livello del nervo periferico. Successivamente, 
nello stesso tessuto, è stata valutata l’espressione genica di alcune proteine 
implicate nella steroidogenesi, come TSPO e StAR, coinvolte nell’ingresso del 
colesterolo, P450scc, che converte il precursore degli steroidi in PREG, e 5αR, che 
converte il PROG e il T nei loro 5α derivati. Il diabete causa la diminuzione 
dell’espressione di queste proteine ed il trattamento con il GW3965 aumenta i 
livelli di StAR, P450scc e 5αR, ma non quelli di TSPO. Tali osservazioni 
concordano con i livelli di steroidi neuroattivi determinati nel nervo sciatico di 
questi animali. Il diabete, come atteso, provoca una diminuzione dei livelli di 
PREG, PROG, diidroprogesterone (DHP), isopregnanolone, T, diidrotestosterone 
(DHT) e 3α diolo. Il trattamento con il GW3965 aumenta i livelli di PREG, PROG, 
DHP e 3α diolo, in accordo con quanto osservato sull’espressione degli enzimi 
implicati in questi processi. Tale risultato differisce da quanto riportato 
precedentemente dopo la somministrazione del ligando del TSPO. Il trattamento 
con Ro5-4864, infatti, ha aumentato significativamente nel nervo sciatico solo i 
livelli di PREG, PROG e DHT. 
E’ anche interessante sottolineare che il trattamento con il GW3965 non ha 
aumentato i livelli di steroidi neuroattivi nel plasma, indicando che l’attivazione di 
LXR ha provocato un incremento dei loro livelli nel nervo periferico in modo 
specifico, senza coinvolgere la produzione steroidea della periferia. Tale 
osservazione è in contrasto con quanto determinato precedentemente dopo il 
trattamento di ratti diabetici con il ligando del TSPO. Infatti, a seguito dei 4 
trattamenti con il Ro5-4864, è stato osservato un aumento di PROG e T anche nel 
plasma. Tali osservazioni suggeriscono che probabilmente l’attivazione di LXR e di 
TSPO sottendono diversi meccanismi, una possibilità da investigare in studi futuri. 
Il trattamento con il GW3965 è associato anche ad altri effetti neuroprotettivi sul 
sistema nervoso periferico. Infatti, l’attivazione di LXR ha migliorato la ridotta 
velocità di conduzione nervosa osservata nei ratti STZ, così come ha permesso un 
recupero della sensibilità termica e dell’attività dell’enzima Na+,K+-ATPasi, alterati 
nello stato diabetico. Come precedentemente riportato, anche il ligando del TSPO è 
stato in grado di influenzare questi tre parametri funzionali e biochimici. Una 
importante differenza, però, rispetto a quanto osservato dopo il trattamento con il 
Ro5-4864, è che l’attivazione di LXR non ha aumentato in modo statisticamente 
significativo l’espressione delle proteine della mielina, facendo supporre ancora 
  
108 
una volta che i meccanismi implicati nell’attivazione dei due recettori nel nervo 
periferico sono sostanzialmente differenti. 
In questo contesto è anche utile ricordare che gli effetti neuroprotettivi esercitati 
dai ligandi di TSPO e di LXR non sono conseguenti al controllo della glicemia. 
Infatti gli elevati livelli di glucosio nel sangue osservati nei ratti diabetici non sono 
differenti da quelli determinati nei ratti trattati con il Ro5-4864 o con il GW3965. 
In conclusione, i risultati riportati in questa tesi indicano che sia la 
somministrazione del Ro5-4864 che quella del GW3965 producono un aumento 
dei livelli di steroidi neuroattivi nel nervo sciatico di ratti con neuropatia periferica 
diabetica. Entrambe le somministrazioni, quando effettuate una volta alla 
settimana durante il terzo mese di diabete, esercitano degli effetti neuroprotettivi 
su diversi parametri comportamentali, funzionali e biochimici alterati dalla 
patologia. Sebbene ci siano alcune differenze negli effetti ottenuti, che permettono 
di ipotizzare differenti meccanismi alla base delle loro azioni, l’attivazione sia del 
TSPO, ottenuta con il trattamento con il Ro5-4864, che di LXR, dopo trattamento 
con il GW3965, possono rappresentare una nuova e promettente strategia 
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